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1 Einleitung

1.1 Emotionen

Schldgt man im Lexikon den Begriff ,,Emotion* nach, so steht dort, dass das Wort aus dem
Lateinischen stammt und den Begriffen Gemiitsbewegung und Erregung, somit also Gefiihlen
entspricht. Ein Gefiihl ist eine elementare Erlebnisqualitit wie z.B. Freude, Trauer, Mitleid,
Abscheu und Arger. Gefiihle sind meist entweder lust- oder unlustbetont und entsprechend
von einem Impuls zur Herbeifiigung und Bewahrung oder aber zur Vermeidung der Situation
oder des Gegenstandes begleitet, an den die Gefiihle sich kniipfen. Gefiihle sind auch
Bestandteile von Einstellungen und Motiven. Plétzliche und starke Gefiihlsabldufe heilen
Affekte. Es gibt verschiedene begriffliche Klassifizierungen der Gefiihle, vor allem
unterscheidet man gerichtete Gefiihle, die sich der Vorstellung eines Gegenstandes anheften,
und ungerichtete Gefiihle, zu denen besonders auch die Stimmungen gehoren. Nach dem
Inhalt trennt man empfindungsbedingte (Schmerz, Lust, Hunger) von trieb- (Furcht, Neid,
Eifersucht) und personlichkeitsbedingten Gefiihlen (z.B. Selbst- und Fremdwertung, ethische,
dsthetische und religiose Gefiihle). Die Psychiatrie hat, ausgehend von den verschiedenen
Storungen des Gefiihlslebens, besonders bei Psychopathen und Schizophrenen, abweichende
Einteilungen gefunden. In Stédrke, Tiefe und Nachhaltigkeit der Gefiihle bestehen grofle
interindividuelle Unterschiede, die zum Teil diagnostisch erfasst werden konnen. In

besonderem MafBe ist das kindliche Erleben durch Gefiihle bestimmt.

Die Entstehung von Gefiihlen ist eng mit neurophysiologischen und endokrinen Prozessen

verbunden (James, 1884).

Angst ist ein stark von Unlust getonter Affekt. Angst tritt als Anfall bei drohender
tatsdchlicher oder vermeintlicher Gefahr oder als quélender, grundloser Dauerzustand ohne
bestimmtes Objekt (bei Psychosen, besonders endogener Depression) auf. Im letzteren Fall

spricht man ausschlieflich von Angst, im ersteren ist Angst nicht klar von Furcht zu trennen.



Angst ist begleitet von unspezifischen korperlichen Affektsymptomen wie beispielsweise der
Beschleunigung von Atmung und Herzfrequenz und Schweifausbruch. Sie fithrt auf Dauer zu
vegetativer Fehlsteuerung. Angst bewirkt auch Bewegungshemmung oder gesteigerte Unruhe
und Tendenz zu Flucht oder Abwehrverhalten. Furcht ist ein Affekt bei tatsdchlicher oder
vermeintlicher Bedrohung. Im Gegensatz zur Angst ist die Furcht objektbezogen. Sie ist
verbunden mit der Tendenz zu Flucht oder Abwehr.

Extreme Angstzustinde lassen sich insbesondere bei Patienten mit posttraumatischem
Stresssyndrom und Personen mit Phobien beobachten. Angststorungen konnen durch
Ubererregbarkeit  neuronaler ~ Schaltkreise ~ verursacht werden, die normalerweise
Angstzustinde und Verhalten an die Umstidnde anpassen. Es gibt drei generelle Variablen, die
zu der Entwicklung von Ubererregbarkeit beitragen. Dabei handelt es sich um genetische
Faktoren, Erfahrungen wihrend kritischer Stadien der Entwicklung und physikalische sowie
psychologische Traumata (Rosen und Schulkin, 1998). Diese Erkenntnisse werden durch
Tierversuche gestiitzt. Dabei ist es von Nutzen, dass Furcht bei Nagern leicht identifiziert
werden kann, da die Tiere in der Regel erstarren (Freezing), wenn in einer unangenehmen
bzw. potentiell bedrohlichen Situation keine Fluchtmoglichkeit gegeben ist. Freezing ist durch
einfaches Beobachten zu erkennen und durch Elektroschocks leicht zu induzieren. Eine
weitere, mit Furcht verkniipfte, Verhaltensweise ist das Zusammenzucken (Startle Reaktion)
als eine Reaktion auf ein Gerdusch. Diese Schreckreaktion ist einfach zu messen.

Die Expression der angstinduzierten Tachykardie, die Anderungen der Atmung, des Freezing,
der Schreckreaktion und der angstbedingten Analgesie werden durch Lésionen der Amygdala
unterbunden (Campeau und Davis, 1995; Hitchcock und Davis, 1986; Kapp et al., 1979;
LeDoux et al., 1990a; Roozendaal et al., 1990; Sananes und Davis, 1992), wohingegen eine
Reizung der Amygdala zu Tachykardie, Freezing und erhohter akustischer Startle Reaktion

fiihrt (Iwata et al., 1987; Kapp et al., 1979; Rosen und Davis, 1988).



1.2 Die Amygdala

Die Amygdala ist fiir die Akquisition und Expression der auditorischen und
kontextabhidngigen Furchtkonditionierung essentiell (Helmstetter, 1992; Helmstetter und
Bellgowan, 1994; Kim et al., 1993; LeDoux, 1993; LeDoux, 2000; Maren und Fanselow,

1995; Selden et al., 1991).

Die Amygdala ist mehr ein Konzept als eine deutlich zu erkennende Hirnstruktur.
Morphologisch und funktionell setzt sie sich aus zahlreichen, im medialen Temporallappen
gelegenen Kernen zusammen, die zu einer basolateralen, zentralen und kortikalen Kerngruppe
zusammengefasst werden (Alheid et al., 1995; Amaral et al., 1992; Swanson und Petrovich,
1998). Der basolaterale Kernkomplex besteht aus dem Nucleus amygdalae lateralis (LA) mit
den dorsolateralen, ventrolateralen und ventromedialen Bereichen, dem Nucleus amygdalae
basalis lateralis (BLA) mit den ventralen, anterioren und posterioren Bereichen, dem Nucleus
amygdalae basalis medialis (BM) mit den anterioren und posterioren Bereichen. Die zentrale
Gruppe beinhaltet die Area amygdaloidea anterior (AAA), den Nucleus amygdalae centralis
(CeA), den Nucleus amygdalae medialis (MeA) und den Nucleus striae terminalis pars
intraamygdalae (BSTIA). Je nach Autor werden auch bestimmte Teile des Nucleus
interstitialis commissura anterioris pars posterior (IPAC) dazugerechnet. Weiterhin wird der
CeA in einen medialen (CeM), lateralen (CeL) und kapsuldr lateralen (CeC) Bereich
unterteilt. Die kortikale Gruppe umfasst die Area parahippocampalis (AHI), die Area
transitionis amygdalopiriformis (APIR), den Nucleus tractus olfactorii lateralis (LOT), den
Nucleus accessorii tractus olfactorii (AOT), den Nucleus amygdalae corticalis anterioris
(ACO), den Nucleus amygdalae corticales posteromedialis (PMCO) und den Nucleus
amygdalae corticales posterolateralis (PLCO). Alheid und seine Kollegen (Alheid, 1995)

entwickelten das Konzept der erweiterten Amygdala. Sie schlossen die nicht intra-amygdalér



gelegenen Bereiche des Nucleus stria terminalis (BSTN) und des Nucleus interstitialis
commissura anterioris pars posterior (IPAC) sowie die Pars sublenticularis amygdalae
(SLEA) mit ein. Auch bei diesem Konzept ist jedoch die Begrenzung der sogenannten Area
transitionis amygdalostriatalis (AStr), die zwischen dem CeA und der ventromedialen
Ausdehnung des Putamens liegt, schlecht definiert. Von manchen Autoren werden die AStr
und amygdalanah gelegenen Bereiche des IPAC, die in der folgenden Arbeit detailliert

untersucht wurden, sogar zum CeC gezihlt (McDonald, 2003).

Studien zum Angstverhalten und zur Furchtkonditionierung befassen sich vornehmlich mit
dem LA, dem BL, dem BM und dem CeA. Der LA ist die Haupteingangspforte zur Amygdala
fiir konvergente Eingéiinge aus verschiedenen sensorischen Modalitdten, wobei die akustischen
Stimuli eine besondere Rolle spielen, weil der LA einen starken direkten extralemniskalen
Eingang aus dem akustischen Thalamus erhilt (Calandreau et al., 2005; LeDoux et al., 1990a;
Romanski et al., 1993). Der LA ist wichtig fiir die auditorische Furchtkonditionierung. Er
bestimmt die Wertigkeit conditionierter und unkonditionierter aversiver Stimuli (Blair et al.,
2005; Campeau und Davis, 1995; Iwata et al., 1986; LeDoux et al., 1986). Fiir den BL und
BM konnte eine Beteiligung an der Akquisition bei der kontextuellen Furchtkonditionierung
gezeigt werden (Calandreau et al., 2005; Davis et al., 1993; Tazumi und Okaichi, 2002).
Zudem wird spekuliert, dass visueller Input der entscheidend fiir die Furchtkonditionierung
eines visuellen CS ist, iiber den BL in die Amygdala gelangt. Vom LA und BL aus gelangen
die Informationen direkt zum CeA. Informationen aus dem LA gelangen aber auch indirekt

iiber den BL zum CeA (Pitkanen et al., 1995; Stefanacci et al., 1992).

Der CeA ist die Hauptausgangspforte der Amygdala und scheint wichtig fiir die Entstehung
konditionierter cardiovasculidrer Angstantworten zu sein (Folkow et al., 1982; Galeno et al.,
1984; Iwata et al., 1987; LeDoux et al., 1990a; Markgraf und Kapp, 1991; Roozendaal et al.,

1990).



Bei Affen verhindern Lisionen des CeA die Einschitzung von Gefahren (Kalin et al., 2004).
Bei Ratten fithrt die Zerstorung des CeA zu Defiziten der emotionalen Antworten auf
unkonditionierte und konditionierte aversive Stimuli (Davis, 1992; LeDoux, 1995).
Elektrolytische bzw. chemische Lésionen des CeA verhindern bei Ratten die Entstehung
neurogenen Bluthochdrucks, hervorgerufen durch chronischen Stress (Baklavadzhyan et al.,
2000). Sie beeinflussen auch die Entwicklung spontanen Bluthochdrucks (Galeno et al., 1982;
Galeno et al., 1984; Sharma und Gelsema, 1995) und schwichen, bei Ratten die unter
spontanem Bluthochdruck leiden, den durch Léirm iiberspitzten Blutdruck und die
GefalBverengung ab (Baklavadzhyan et al., 2000; Folkow et al., 1982; Galeno et al., 1984).
Die elektrische Stimulation der Amygdala verursacht dagegen bei der Ratte das Ansteigen der
Pulsfrequenz und der Durchblutung der Muskulatur, wéihrend sie die mesenteriale, renale und
cutane Durchblutung verringert (Galeno und Brody, 1983; Stock et al., 1981). Die elektrische
Stimulation des CeA bzw. die Furchtkonditionierung fiihrt bei Kaninchen im Gegensatz zu
Ratten zu Bradykardie, Hypotonie und Erweiterung der die Hinterldufe versorgenden
Blutgefae (Dampney, 1994; Kapp et al., 1982). Bei Katzen beeinflusst die Unterkiihlung des
CeM weder den Puls noch die Atmung infolge eines konditionierten Stimulus, &dndert
allerdings die kardiorespiratorische Antwort auf den CS. Die Studie ldsst vermuten, dass bei
der Katze der hauptsidchliche Einfluss des CeA auf die kardiovaskuldre Kontrolle eher iiber

den Blutdruck als tiber die Regulation der Herzfrequenz stattfindet (Zhang et al., 1986).

Mikroinjektionen der exzitatorischen Aminosdure L-Glutamat in den CeA anisthesierter
Ratten bewirkt ein Absinken des Blutdrucks und eine Bradykardie, wihrend eine solche
Injektion bei leicht betdubten oder wachen Ratten einen Anstieg des Blutdrucks und des

Pulses bewirkt (Gelsema et al., 1987; Iwata et al., 1987).

Injektionen der Peptide Thyrotropin-releasing factor (TRF) und Calcitonin gene-related

Peptid (CGRP) in den CeM verursachen dagegen einen Anstieg des mittleren arteriellen
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Blutdrucks (MAP) und der Herzfrequenz (HR). Dariiber hinaus erhohen Injektionen des
Corticotropin-releasing  factor (CRF), TRF und CGRP in den CeA die
Catecholaminkonzentration im Plasma (Brown und Gray, 1988).

Der CeA empfingt umfangreiche Eingédnge aus dem Nucleus tractus solitarius (NTS) und
dem parabrachialen Kern (Fulwiler und Saper, 1984; Norgren, 1976; Ottersen, 1981; Ricardo
und Koh, 1978; Saper und Loewy, 1980). Viele Zellen des NTS, die zu dieser Projektion
beitragen beinhalten Somatostatin, Dynorphin, Enkephalin, Neuropeptid Y oder Noradrenalin
(Riche et al., 1990), wohingegen viele der Zellen der Nuclei parabrachiales, besonders im
externen lateralen Subnukleus, Substanz P, Neurotensin oder CGRP enthalten (Block et al.,
1989; Schwaber et al., 1988; Shinohara et al., 1988; Yamano et al., 1988b; Yamano et al.,
1988a). Der CeA ist das Hauptzielgebiet fiir absteigende Projektionen des agranulidren
insularen Cortex (Saper, 1982; Yasui et al., 1991a) und aufsteigende Projektionen des
posterioren intralaminaren Komplexes im Thalamus (LeDoux et al., 1990a; Yasui et al.,
1991b). Auf diese Weise empfiangt der CeA stark verarbeitete Informationen des visuellen
Systems, auditorischen Kortex, olfactorischen und gustatorischen Neokortex, des
somatosensorischen Kortex als auch des Hippocampus.

Die meisten Projektionen des CeA steigen iiber die Area hypothalamica lateralis hinab zur
Substantia grisea centralis, den Nuclei parabrachiales, der Medulla oblongata ventrolateralis
und dem NTS (Cassell und Gray, 1989; Krettek und Price, 1978; Moga et al., 1990; Ross et
al., 1981; Veening et al., 1984), die an der Kontrolle des Blutdrucks beteiligt sind (Alheid et

al., 1995).
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1.3 Die erweiterte Amygdala

Der BSTN innerviert viele der Hirnstammgebiete die auch der CeM innerviert (Alheid et al.,
1995; Wallace et al., 1992). Deswegen wurde diskutiert, ob er eine Rolle bei Furcht bzw.
pathologischer Angst spielt (Davis et al., 1997). Der laterale Anteil des BSTN gilt als rostrale
Erweiterung des CeM, wohingegen der mediale Anteil als Erweiterung des medialen Kerns
der Amygdala angesehen wird. Wie der CeA spielt auch der BSTN eine Rolle bei der
Kontrolle der physiologischen Aktivitdt der hypothalamo-hypophysiren-Nebennieren-Achse
als Antwort auf Stress (Herman und Cullinan, 1997), was zusitzlich die Annahme unterstiitzt,
dass der BSTN einen wichtigen Einfluss auf Furcht und pathologische Angst hat. Der BSTN
spielt eventuell eine Rolle bei der nichtspezifischen Angst im Gegensatz zur objektbezogenen
Furcht (Davis et al.,, 1997). Ratten haben eine angeborene Angst vor hell erleuchteten
Umgebungen, und erschrecken sich deswegen dort stéirker als in einer schwach beleuchteten
Umgebung (Davis et al., 1997). Lésionen des BSTN reduzieren die Amplitude der
Schreckreaktion, die in einer hell erleuchteten Umgebung ausgelost wird, auf den Wert, der in
einer schwach beleuchteten Umgebung erreicht wird. Lasionen des CeM haben dagegen
keinen Effekt auf diese lichtverstirkte Schreckreaktion. Umgekehrt blockieren
Amygdalaldsionen des LA und CeA die objektbezogene, furchtpotenzierte Schreckreaktion,
die durch eine Furchtkonditionierung auf einen neutralen Stimulus induziert wird,
wohingegen Liasionen des BSTN darauf keinen Einfluss haben. Weiterhin verhindert eine
Lision des BLA, der sowohl zum CeA als auch BSTN projiziert, Furcht und Angst. Deshalb
sind wahrscheinlich der CeM fiir Furcht bzw. Furchtkonditionierung, der BSTN fiir Angst
und der BLA fiir beide Formen der Angst wichtig (Hitchcock und Davis, 1991).

Be1 Versuchen zur Furchtkonditionierung wurden die Auswirkungen von CGRP- und hCGRP
(8-37)-Injektionen in die Amygdala auf das Erlernen und das Ausdriicken angstassoziierten

Verhaltens, hervorgerufen durch einen fiir sich alleine stehenden akustischen konditionierten
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Stimulus und dem Trainingskontext, betrachtet. Kocorowski und Helmstetter haben 2001
gezeigt, dass CGRP-, aber nicht hCGRP (8-37)- Injektionen angstassoziiertes Verhalten ohne
die Gegenwart eines aversiven Stimulus hervorrufen. Beide Peptide schwichen das wihrend
der Tests durch den Kontext verursachte Freezing, aber keines von beiden beeinflusst das
Erlernen des auditorischen konditionierten Stimulus. Zudem schwichen hCGRP (8-37)-
Injektionen das durch den auditorischen konditionierten Stimulus verursachte Freezing ab,
haben aber keinen Einfluss auf das durch den konditionierten Kontext verursachte Freezing
(Kocorowski und Helmstetter, 2001).

Kocorowski’s und Helmstetter’'s CGRP-Injektionen befanden sich im lateralen Kern der
Amygdala, einer Region die nur spérlich von CGRP-ir Fasern innerviert wird. Die CGRP-ir
Fasern stammen aus den kaudalen intralaminaren Kernen. Der LA grenzt an die
amygdalostriatale Ubergangsregion. Diese Zone wird dicht von CGRP-ir Fasern innerviert die

thren Ursprung in den kaudalen intralaminaren Kernen des Thalamus haben.
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1.4 Das Calcitonin Gene-related Peptid (CGRP)

CGRP ist ein aus 37 Aminosduren bestehendes Peptid, das in zwei eindeutigen Isoformen
vorliegt, CGRPa und CGRPP (Amara et al., 1985; Rosenfeld et al., 1983). Die zwei Peptide
unterscheiden sich bei der Ratte lediglich in einer Aminosdure (Thomas et al., 2001).
Wihrend BCGRP von einem eigenen Gen codiert wird, werden CGRP und Calcitonin von
demselben Gen kodiert (Amara et al., 1985). Gewebespezifisches alternatives RNA
Processing verursacht die iliberwiegende Expression von Calcitonin in C-Zellen der
Schilddriise und *CGRP im Gehirn, dem Riickenmark, kranialen Ganglien und einzelnen
endokrinen Geweben (Amara et al., 1984; Gibson et al., 1984; Rosenfeld et al., 1983;
Tschopp et al., 1984). Das Verteilungsmuster der beiden Isoformen ist dhnlich, allerdings
variiert ihre relative Expression zueinander (Amara et al., 1985). Es wird angenommen, dass
CGRP eine wichtige Rolle fiir verschiedene Funktionen auf der Ebene des Riickenmarks
spielt, wie zum Beispiel der Weiterleitung von Schmerzreizen und Aktivitit von
Motoneuronen (Micevych und Kruger, 1992; van Rossum et al., 1997). So aktiviert CGRP
iiber seinen eigenen Rezeptor die cAMP-Kaskade die zur Phosphorylierung des
Acetylcholinrezeptors fiithrt. Dieser reagiert nun nicht mehr so empfindlich auf Acetylcholin.
Dieses Phianomen wird Desensitivierung genannt (Huganir und Greengard, 1990). Der G-
Protein-gekoppelte CGRP-Rezeptor ist eine Multiproteineinheit, zusammengesetzt aus sieben
transmembranstindigen Domédnen und zwei zusitzlichen separaten Proteinen (Evans et al.,
2000; McLatchie et al., 1998; Poyner et al., 2002). Es ist ein CGRP-Rezeptor mit sieben
Transmembrandominen geklont worden und pharmakologische Studien legen nahe, dass
unterschiedliche CGRP-Rezeptor-Subtypen existieren (Dennis et al.,, 1989). CGRP-
Mikroinjektionen in den CeA erhohen den mittleren arteriellen Blutdruck, den Herzschlag
und die Plasmakatecholaminkonzentration (Brown and Gray, 1988; Nguyen et al., 1986).

Intra-CeA Injektionen des CGRP induzieren Antinozizeption, wéihrend die Blockade des
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CGRP1-Rezeptors mit CGRP (8-37) diesen Effekt authebt (Xu et al., 2003). Es ist aber auch
gezeigt worden, dass gerade die Blockade der CGRP1-Rezeptoren, allerdings im kapsulidren
Teil des zentralen Kerns der Amygdala, antinozeptiv wirkt. Dabei werden durch NMDA
hervorgerufene Ionenfliisse verhindert, was zu einer eingeschrinkten synaptischen Plastizitit
fiihrt (Han et al., 2005). Anscheinend ist der Effekt des CGRP abhiéngig davon, in welche
Subkerne des zentralen Kerns es freigesetzt wird. Es stellt sich die Frage nach der
Verschaltung der Subkerne untereinander und deren Wichtung. Erwédhnenswert ist in diesem
Zusammenhang auch noch die Frage nach der Vergleichbarkeit von Schmerzen im Hinblick
auf die sie auslosenden Reize. So haben Xu und seine Kollegen Heizplatten- und Randal-

Selitto-Tests durchgefiihrt, wihrend Han und seine Kollegen Arthritis induziert haben.
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1.5 Modifizierung emotionaler Schaltkreise durch Thyroxin

Endokrine  Ereignisse = wihrend  kritischer  Phasen der  Entwicklung  haben
Langzeitauswirkungen auf die Entwicklung des Gehirns und das Verhalten (Goy und
McEwen, 1980; Takahashi, 1994). Neonatale Thyroxin-Behandlung fiihrt zu verdndertem
Angst- und Lernverhalten, dass wahrscheinlich auf anhaltenden und spezifischen
morphologischen Veridnderungen individueller Kerne des Hippocampus und der Amygdala im
ausgewachsenen Tier beruht (Lipp et al., 1988; Schwegler, 1995; Yilmazer-Hanke et al.,
2004). Die Anzahl Corticoliberin (Corticotropin-Releasing Factor, CRF) positiver Neurone
im CeA ist niedriger, doch die Anzahl Neuropeptid Y (NPY) positiver Neurone und die
Dichte der Thyroxin-Hydroxylase (TH) positiven Fasern im basolateralen Komplex ist trotz
einer Reduktion der Gesamtzahl der Neurone erhoht (Yilmazer-Hanke et al., 2004). Es gibt
Zusammenhinge beziiglich der Amygdalamorphologie und des angstassoziierten Verhaltens,
welche die anxiogene Wirkung des CRF und die anxiolytischen Eigenschaften des NPY und
des TH zeigen. Bei Untersuchungen zweier engverwandte Rattenstimme hat sich gezeigt,
dass die Tiere des Stamms mit deutlicherer furchtsensitivierter Schreckreaktion aber erhohtem
explorativem Verhalten mehr CRF-ir Projektionsneurone im zentralen Kern der Amygdala
hatten. Diese Tiere hatten auch mehr NPY-ir Neurone im lateralen und mehr Parvalbumin-ir
Neurone im basalen Kern der Amygdala. Zudem ist gezeigt worden, dass Miusestamme, die
sich in ihrem angstassoziierten Verhalten unterscheiden, sich auch beziiglich der
Rezeptorendichte bestimmter Neuromodulatoren der Amygdala voneinander unterscheiden.
Die Rezeptorendichte einiger Neuromodulatoren (Serotonin- und Kainatrezeptoren) korreliert
positiv mit der angstassoziierten Schreckreaktion (Yilmazer-Hanke et al., 2002; Yilmazer-
Hanke et al., 2003; Yilmazer-Hanke et al., 2004). Die Amygdala spielt eine wichtige Rolle bei

den Effekten des CRF auf angstassoziiertes Verhalten (Liang et al., 1992; Swiergiel et al.,
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1993). Innerhalb des CeM werden CRF-ir Zellen durch CGRP-ir Neurone kontaktiert
(Harrigan et al., 1994).

Der Blutdruck oder die Herzfrequenz konnen das Verhalten beeinflussen. Dies ist durch die
Blockade vegetativer Afferenzen, die zu einer Veridnderung des Kontext- nicht aber des
Stimuluslernens fiihrt, gezeigt worden (Janitzky et al., 2007). Amygdaloides CGRP ist
wahrscheinlich in Schaltkreisen zur Regulation der vegetativen Parameter zu finden. Welche
Rolle es dabei spielt, hingt davon ab in welchen Schaltkreisen es sich genau befindet. Ein
Modellsystem, mit dem verdnderte Schaltkreise untersucht werden konnen, sind
thyroxinbehandelte Ratten. Direkte Messungen vegetativer Parameter derart verdnderter Tiere
und der Vergleich dieser Werte mit denen unbehandelter Tiere ermoglicht eventuell
Riickschliisse auf den Einfluss der amygdalidren Schaltkreise zu ziehen, die an der Steuerung

vegetativer Parameter beteiligt sind.
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1.6 Fragestellung

Die angefiihrten Untersuchungen legen die Frage nahe, wie die CGRP-ir Projektionen der
kaudalen intralaminaren Kerne des Thalamus zur Amygdala organisiert sind und ob sie eine
Rolle bei der Steuerung vegetativer Parameter spielen. Das Ziel der vorliegenden Studie ist,
die Projektionsmuster CGRP-ir Neurone der kaudalen intralaminaren Kerne zum lateralen
Kern der Amygdala detaillierter als je zuvor zu charakterisieren. Durch die Verwendung
kleiner Injektionen des retrograden Tracers Fluorogold (FG) wird der Nachweis fiir eine
ausgepragte Topographie der CGRP-ir thalamo-amygdaloiden Projektionen geliefert, die
womoglich Teil des morphologischen Substrats zur Abgrenzung von objekt- und kontext-
abhéngigen emotionalem Lernen und Erinnern sind. Zudem wird der Frage nachgegangen, ob
Veridnderungen der Amygdalamorphologie durch transiente neonatale Hyperthyreose einen

Einfluss auf vegetative Parameter haben.
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2 Material und Methoden

2.1 Tracing

2.1.1 Tracer Injektionen

Die Experimente wurden an 73 acht Wochen alten ménnlichen Sprague-Dawly Ratten mit ca.
250 g Korpergewicht (Harlan/Winkelmann, Borchen) durchgefiihrt.

Die Tiere wurden in Gruppen zu vier bis sechs Tieren in Macrolon Kifigen unter einem Tag-
Nachtrhythmus von 12 Stunden Dunkelheit zu 12 Stunden Licht gehalten. Um 6:00 Uhr ging
ein schwaches Licht an, das bis 8:00 Uhr in kontinuierlichen Schritten heller wurde. Ab 16:00
Uhr begann das Licht wieder an Intensitdt abzunehmen, bis es um 18:00 Uhr vollstindig
ausgeschaltet wurde. Futter und Wasser waren ad libitum verfiigbar.

Alle Experimente wurden gemdl der Direktive (86/608/EEC) der Europédischen Union und
des Deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt. Alle Protokolle wurden vom Kommunalrat

genehmigt (AZ: 42502-2-528 Uni MD).

Die Tiere erhielten eine initiale intraperitoneale Pentobarbital Injektion (0,03 mg/kg Kg,
Narcoren®, Merial), gefolgt von einer intramuskuldren Injektion eines Gemisches aus
Ketamin (Ketavet®, Wirkstoff: Ketaminhydrochlorid, Pharmacia & Upjohn, 100 mg/ml),
Xylazin (Rompun®, Wirkstoff: Xylazinhydrochlorid, 20 mg/ml) und Azepromazin
(Vetranquil®, Wirkstoff: Acepromazinmaleat, Albrecht, 20 mg/ml) in einer Dosierung von

1,5 ml/kg Korpergewicht. Nach Einsetzen der Narkose wurde der Kopf geschoren und die

Tiere in einem stereotaktischen Apparat fixiert (Stoelting, Illinois, USA).

Vom Bregma ausgehend wurden die Kerne der Amygdala mittels Koordinaten, die aus dem
Atlas des Rattengehirns von Paxinos und Watson (Paxinos und Watson, 1986) entnommen
wurden, angesteuert. An der entsprechenden Stelle (Tabelle 1) wurde ein Loch in den Schidel

gebohrt und nach der Eroffnung der Dura die Injektionskapillare ins Gehirn gesenkt. Die
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Injektionskapillaren (Borosilicatglas, Aulendurchmesser 1,6 mm, Innendurchmesser 0,928
mm, Linge 150 mm, Hilgenberg, Malsfeld) wurden mit Sigmacote (SIGMA, Taufkirchen,
Germany, sieche Yu und Gordon, 1994) innenbeschichtet, um ein Verstopfen wihrend der
Injektion zu verhindern. Die innenbeschichteten Kapillaren wurden zu Mikrokapillaren
ausgezogen (Kopf Instruments, Tujunga, California, USA). Im Zielgebiet wurde der
retrograde Tracer Fluorogold (Fluorochrome INC, Englewood, Colorado, USA, 4 % in
destilliertem Wasser) iontophoretisch appliziert (Stromstirke +5uA, Ssec an/aus Intervall,
Dauer circa 15 min.). Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber ausgewertete Fille, die Lage der
Injektionsstellen, die inneren Durchmesser der verwendeten Mikrokaniilen, die
Uberlebenszeit und die iontophoretische Applikation. Nach dem Ende der Injektion verblieb
die Kaniile weitere drei Minuten an Ort und Stelle und wurde danach langsam entfernt. Die
Wunde wurde verschlossen und die nun einzeln untergebrachten Tiere wurden beobachtet bis
sie erwachten. Danach wurden sie zu ihren alten Kifiggesellen gesetzt und die folgenden

Tage beobachtet.



Fall Kern

HAN10LaVM
HAN39LaDL
HAN40LaVL

HAN27 AStr
HAN28 AStr

HAN37 AStr
HAN41 AStr
HAN42 AStr
HAN48 AStr
HANG67 IPAC
HANG8 IPAC
HAN70IPAC
HAN72IPAC
HAN30 CelL
HANG66 CeC
HAN45 CeM
HAN57 LGP
HAN58 LGP

HANG60 LGP
HANG63 LGP

HANG4 LGP
HAN44 Cpu

HAN47 Cpu
HANS59 Cpu

HAN49VEnN

HANS6 VEn/Pir
HANS51 VEnN/Pir

%)
(Um)

30

55
50

32,5
25
42,5
35
45
35
42,5

32,5

25
25

37,5
35

45

42,5
35
25

30
35,5
33,5

HAN52VEN/LSS 35
HANS3Ven/BMA 33,5

HAN54 VEn/I 30
HANG69 BMA/CeM 35
HAN38 Den -

Tage

15
15

22
22

14

14
13
13

16
16
14
14

29
16
10

15
15

15
14

14

10
13
15

12
12
12
12
12
13

16
15

Stromstarke

5pAmp/7.5 min
5uAmp/15 min
5uAmp/5 min; 2uAmp/10 min

5uAmp/15 min

5uAmp/10 min; 2pAmp/3 min; 1pAmp/2
min

2uAmp/4 min; 2uAmp/1 min; 1uAmp/10
min

5uAmp/7 min; 2uAmp/7 min; 1TpAmp/1 min
5uAmp/12 min

1uAmp/4 min; 0,7uAmp/11 min

5puAmp/15 min

5uAmp/5 min; 0,50Amp/10 min
5puAmp/5 min; 0,2pAmp/10 min
5pAmp/5 min; 1pAmp/10 min

5puAmp/10 min; 1pAmMp/5 min

5puAmp/5 min; 1pAmp/5 min;
0,5uAmp/5min

3gAmp/5 min; 1TWAmMp/5 min; 0.5 pAmp/5
gur}kmp/s min; 1WAmMp/3 min; 0.5 WAmp/9
gn;lr}kmp/m min; 1HAmMp/5 min
3gAmp/5 min; 1TWAmMp/5 min; 0.5uAmp/5
gn;lr}kmp/m min; 2uAmp/5 min

5pAmp/4 min; 0,17pAmp/11 min
5pAmp/14 min

3uAmMp/3 min; 1pAmp/3 min; 0.5 pAmp/9
min

5puAmp/3 min; 0,5puAmp/12 min
5puAmp/3 min; 0,5puAmp/12 min
5uAmp/2 min; 0,1pAmp/13 min
5pAmp/4 min; 0,17pAmp/11 min
5uAmp/3 min; 2uAmp/7 min

5puAmp/5 min; 1pAmp/5 min; 0.5 pAmp/5
min

5uAmp/5 min; 0,2uAmp/10 min
5pAmp/4 min; 0,3pAmp/11 min

20
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Tabelle 1: Details der experimentellen Parameter der in dieser Studie verwendeten FG
Injektionen. Jedes Tier erhielt nur eine Injektion. Bei einigen Tieren verstopfte die Kapillare
und die anfangliche Stromstédrke konnte nicht konstant gehalten werden. Die Injektionen
wurden mit einer geringeren Stromstéirke fortgesetzt, um eine Injektionsdauer von mindestens
15 Minuten zu erreichen. Fall: Behandeltes Tier, Kern: Injektionsstelle, @: Innendurchmesser
der Injektionskaniile, Tage: Uberlebenszeit, Stromstirke: Stromstirke (uA) und Dauer der

Injektion (min), -: Daten fehlen.

2.1.2 Histologie und Immunfirbungen

Nach einer Uberlebenszeit von 8-29 Tagen (Tabelle 1) erhielten die Tiere eine Uberdosis
Narcoren (0,3 mg/kg Korpergewicht, i.p.) und wurden transcardial perfundiert. Dazu wurde
der Thorax er6ffnet, Heparin (1000 LE., Liquemin®, Roche, Basel, Schweiz) in den linken
Ventrikel injiziert, die absteigende Aorta abgeklemmt, eine Kaniile durch den linken
Ventrikel in die aufsteigende Aorta geschoben, das rechte Atrium gedffnet und das Blut mit
0,9 %iger Kochsalzlosung ausgewaschen. Sobald die aus dem rechten Atrium austretende
Fliissigkeit frei von Blut war, wurde das Tier 20 Minuten lang mit Fixans, bestehend aus 4 %
Paraformaldehyd, 15 % gesittigter Picrinsdure und 0,1 % Glutaraldehyd in 0,1 M
Phosphatpuffer, pH 7,4, perfundiert. Danach wurde das Gehirn entfernt und tiber Nacht in
Fixans ohne Glutaraldehyd gelagert. Vor dem Schneiden verblieben die Gehirne in einer
gepufferten 20 %igen Saccharoseldsung. Das Gehirn wurde mit einem Cryostaten in 40um
dicke Scheiben geschnitten. Es wurden vier dquidistante Serien angelegt. Die erste Serie
wurde zur Darstellung der Zytoarchitektur mit Cresylviolett nach Nissl gefdrbt. Diese Schnitte
ermoglichten eine genaue Lokalisation der Injektionsstelle. Wurden die gewiinschten Kerne
getroffen, wurde die zweite Serie zur immunhistochemischen Visualisierung des CGRP

aufbereitet.



22

Zur immunhistochemischen Aufbereitung der Schnitte wurden diese vier mal fiir jeweils 10
Minuten in 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4 gewaschen, priinkubiert (5 % Triton X-100, 5 %
normales Ziegenserum (NGS, Vector Laboratories, Burlingame, U.S.A) in 0,1 M
Phosphatpuffer), um ein unspezifisches Binden der Antikorper zu verhindern und mit dem
primédren Antikorper gegen CGRP (anti-CGRP 1:1500 (Sigma, C 8198), 1 % NGS, 5 %
Triton X-100 in 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4 at 4 °C fiir 48-72 Stunden) inkubiert. Danach
wurden die Schnitte dreimal fiir jeweils 10 Minuten in 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4
gewaschen und mit einem biotingekoppelten Anti-Kaninchen-AntikOrper aus der Ziege
(Vector Laboratories, Burlingame, U.S.A, 0,1 M Phosphatpuffer, 1 % NGS, 5 % Triton X-
100) fiir 90 Minuten inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Schnitte wie zuvor
beschrieben erneut gespiilt. Die letzte Inkubation wurde iiber einen Zeitraum von zwei
Stunden in einer Losung aus 0,1 M Phosphatpuffer, 1 % NGS, 5 % Triton X-100 und 0,1 %
Cy3-konjugiertem Avidin (Jackson ImmunoResearch Laboratories, INC., West Grove,
U.S.A) angesetzt. Die Schnitte wurden abschlieBend nach erwédhntem Protokoll gewaschen,

auf Objekttrager aufgezogen und in Mowiol (Hoechst, Frankfurt) eingebettet.

2.1.3 Analyse

Die Schnitte wurden mittels Fluoreszensmikroskopie ausgewertet (Axioplan 2 Imaging, Carl
Zeiss Jena GmbH, Germany). Zur Visualisierung des Fluorogold (Absorption 361 nm
Wellenldnge, Emission 536 nm Wellenldnge) wurde der Filtersatz Nummer 1 der Carl Zeiss
Jena GmbH benutzt. Dieser Filtersatz besteht aus einem Bandpassfilter fiir 365 nm +/- 12 nm
(Extinktion), einem Strahlenteiler fir 395 nm und einem Langpassfilter ab 397 nm
(Emission).

Zur Visualisierung des Cy3 (Absorption 514-554 nm Wellenldnge, Emission 566-570 nm
Wellenldnge) wurde der Filtersatz Nummer 15 der Carl Zeiss Jena GmbH eingesetzt. Dieser

besteht aus einem Bandpassfilter fiir 546 nm +/- 12 nm (Extinktion), einem Strahlenteiler fiir
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580 nm und einem Langpassfilter ab 590 nm (Emission). Die Bilder wurden mittels einer
Digitalkamera der Firma Visitron Systems, Model 2.3.1, unter Verwendung der Axiovision
3.1 Software (Carl Zeiss Jena GmbH) erstellt.

Fanden sich sowohl Fluorogold- als auch CGRP-markierte Zellen wurden
Mehrkanalaufnahmen generiert. Die beiden Mikrofotografien wurden fusioniert und nach
Neuronen durchsucht, die doppelt markiert waren. Traten Doppelmarkierungen auf, wurden
die mit Fluorogold markierten, die CGRP-immunreaktiven und die doppelt markierten
Neurone gezdhlt. Die Bilder der Schnitte durch den posterioren Thalamus wurden in ihrer

Helligkeit, ihrem Kontrast und in ihrer Farbvarianz einander angeglichen.
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2.2 Telemetrie

2.2.1 Hormonmanipulation

Triachtige Wistar-Ratten wurden von Harlan/Winkelmann (Borchen) geliefert. Die
Nachkommenschaft wurde in drei Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe erhielt
Thyroxininjektionen, eine zweite Gruppe physiologische Kochsalzinjektionen und die dritte
Gruppe wurde nicht behandelt. Wahrend der ersten 12 Tage nach der Geburt erhielten die
Welpen der ersten Gruppe tiglich eine Injektion von 7,5 pg L-Thyroxin (T4) in 0,05 ml
gepufferter 0,9 %iger NaCl Losung (T4 Natrium Salz; Reinheit 98 % [HPLC]; Fluka Chemie
AG, Buchs, Schweiz). Die mit der Kochsalzlosung behandelten Tiere erhielten ein
dquivalentes Injektionsvolumen (Trigermedium). Im Alter von vier Wochen wurden die Tiere
von ihren Miittern getrennt. Die Ratten wurden in getrenntgeschlechtlichen Gruppen zu
maximal fiinf Tieren gehalten. Die sonstigen Haltungsbedingungen entsprachen den bereits
erwihnten Bedingungen.

Gleichaltrigen Weibchen der drei Gruppen wurden 9-18 Monate nach der Behandlung
Blutdruckkatheter in die Abdominalaorta und Telemetrietransmitter in die Bauchhohle
implantiert. Des Weiteren wurden EKG-Elektroden unter die Haut implantiert, eine in die
rechte Axilla und die andere an den unteren Rand des linken Rippenbogens. Die
Korpertemperatur wurde mittels Thermosensoren im Gehéduse der Telemetrietransmitter
erfasst.

Die Tiere wurden nach einer Erholungsphase von zwei Wochen erst in ihren Kéfigen und in
einer neuen Umgebung und danach in der Startleapparatur getestet. Alle Protokolle wurden

vom Kommunalrat genehmigt.

2.2.2 Implantation der Sonden
Die Tiere erhielten eine einleitende Narkose durch die intraperitoneale Injektion eines

Gemisches aus Midazolam (5mg/kg, Dormicum®, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-
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Wyhlen), Fentanyl (0,157 mg/kg, Curamed Pharma GmbH, Karlsruhe) und Droperidol
(7mg/kg, Abbott Laboratories, USA). Nach Einsetzen der Narkose erhielten sie eine
intramuskulédre Injektion eines Gemisches aus Fentanyl (0,157 mg/kg) und Droperidol
(7mg/kg). Des Weiteren wurde ihnen Atropin (0,1 mg/kg) und Augmentan (1.3mg/kg) s.c.
injiziert. Im Bedarfsfall bekamen die Tiere eine zusitzliche halbe Dosis der Mixtur aus
Fentanyl und Droperidol i.m. verabreicht. Den Tieren wurden der Bauch und die rechte Brust
rasiert, anschlieBend wurden sie auf dem Riicken liegend fixiert. Uber ein Rektalthermometer,
das iiber einen Thermostaten mit einem Heizkissen verbunden war, wurde die
Korpertemperatur konstant gehalten. Alle operativen MaBnahmen wurden unter strengen
sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Zundchst wurden die Béduche der Tiere mit Jodlosung
gewaschen und mit steriler selbstklebender Folie bedeckt. Die Tiere wurden mit einem
sterilen Tuch bedeckt, so dass die Schnauze frei blieb und aus diesem Tuch wurde ein Stiick
herausgetrennt, um den Bauch freizulegen. Nun wurde der Bauchraum entlang der Linea alba
eroffnet. Nach Darstellung und Abklemmung der Aorta unterhalb des Abgangs der
Renalarterien, wurde der Katheter oberhalb der Bifurkation eingefiihrt und die Stelle mit
Gewebekleber abgedichtet. Auf beiden Seiten des Schnittes wurden die EKG-Elektroden
durch die Bauchwand gefiihrt und unter der Haut bis zur rechten Brust und der linken Flanke
unterhalb des Thorax verlegt. Die temperierten Implantate wurden beim Schliefen der
Bauchwand mitverniht und so fixiert. Nachdem alle Wunden verschlossen wurden, erhielten
die Tiere s.c. 3 ml temperierte physiologische Kochsalzlosung. Die Tiere wurden einzeln in
einen Kifig mit einem néhrstoffreichen und Fliissigkeit liefernden Gel (Solid Drink®-Energy,
Triple A Trading, Otterlo, Niederlande) und angefeuchtetem Futter untergebracht. Sie
verblieben iiber Nacht unter einem Wirmestrahler und wurden bis zum Ende der Versuche
separat gehalten.

Fiir die Implantationen wurden ausschlieBlich Weibchen verwendet, da diese die Operation

besser vertrugen.
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2.2.3 Telemetrie Equipment

Die Ausriistung zur Erfassung der vegetativen Parameter, am frei beweglichen Tier, wurde
von DSI, data science international (St. Paul, U.S.A.) bezogen. Die génzlich implantierten
Sonden waren mit einer Batterie und einem Magnetschalter ausgeriistet, sodass das Gerit bei
Nichtgebrauch ohne Operation ausgeschaltet werden konnte. Es wurden Implantate fiir kleine
Tiere vom Typ TL11M2-C50PXT genutzt. Dieses Modell erfasste Druck, Temperatur, und
Biopotentiale, wandelt diese um und sendet Radiosignale aus. Diese Signale wurden von
Receivern des Typs RPC-1 empfangen und umgewandelt. Diese Receiver, sowie eine
Hardwarekomponente zur Erfassung des Luftdrucks (Ambient Pressure Reference Monitor,
APR-1), waren an eine Dataquest ART Data Exchange Matrix angeschlossen. Diese erfasste
automatisch den Receivertyp, dessen Seriennummer und die Daten des APC-1. Die Matrix
war an einen Computer angeschlossen. Auf dem Computer war die Software Data Quest 3.01
Gold installiert. Mit der Software wurden die Daten generiert.

Wihrend der Versuche befand sich der Receiver unmittelbar unter oder neben den

Versuchsaufbauten.

2.2.4 Messung der vegetativen Parameter in den Kdfigen
Vor und nach den Tests in einer neuen Umgebung (neuer Raum, offenes Feld) wurden der
Blutdruck, die Herzfrequenz und die Korpertemperatur gemessen. Die Messungen nach den

Tests in einer neuen Umgebung liefen tiber Nacht.

2.2.5 Messung der vegetativen Parameter in einer unbekannten Umgebung (Novelty)

Die Tiere wurden in ihren Kéfigen in einen neuen Raum gebracht und unmittelbar nach ihrer
Ankunft in eine nach oben offene Plexiglaskiste (45-45-45 cm) platziert, die einer kleinen
Variante eines offenes Feldes entsprach. Die Auswirkung der unbekannten Umgebung auf

Blutdruck, Herzfrequenz und Korpertemperatur wurde in einer Versuchsdauer von 15
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Minuten gemessen. AnschlieBend wurden die Tiere in ihren Kéfigen in ihren eigenen Raum
bzw. an ihren eigenen Platz zuriickgebracht, um die Messung der vegetativen Parameter

fortzusetzen.

2.2.6 Messung der vegetativen Parameter und der Schreckreaktion in der Startleapparatur

Die furchtsensitivierte akustische Schreckreaktion (ASR) wurde mit bereits etablierten
Parametern getestet (Schwegler et al., 1997; Yilmazer-Hanke et al., 2002). Die Experimente
wurden in einer schallisolierten Kammer, die mit einer 5 Watt Kaltlichtbirne beleuchtet
wurde, eine Woche nach den Messungen in einer neuen Umgebung (offenes Feld)
durchgefiihrt. Die Tiere wurden in einen Drahtgitterkiifig platziert, der auf einer Plattform,
gekoppelt an einen piezoelektrischen Beschleunigungsmesser, befestigt wurde. Der Ausgang
des Wandlersystems wurde verstirkt und gefiltert (Piezo-Amp-System; Universitit
Tiibingen). Die resultierende Spannung wurde digitalisiert und mittels eines
Mikrocomputersystems analysiert (Microstar DAP 1200, Universitit Tiibingen). Die
Schreckreaktion wurde als die Differenz der Spitzenspannungen wihrend eines Zeitfensters
von 80 ms vor und nach Verabreichung des akustischen Stimulus gemessen. Die akustischen
Reize wurden von einem digitalen Funktionsgenerator (Waldmann; SigGen-PC) produziert
und mittels eines Lautsprechers in den schallisolierten Raum abgegeben. Die Stimuli
bestanden aus 10 kHz, 105 dB SPL RMS (Schalldruckpegel Effektivwert) Impulsen von 20
ms Dauer, davon 0,4 ms Anstieg und Abfall. Die Stimuli tiberlagerten ein 55-dB-SPL RMS
Hintergrundrauschen mit einer Bandbreite von 2—40 kHz. Die elektrischen 1 mA Schocks von
500 ms Dauer wurden iiber den aus 2mm dicken und 15 mm voneinander entfernten
Gitterstaben bestehenden FuBBboden verabreicht. Ein Konstantstromgenerator auferhalb des
Raums erzeugte die elektrischen Stimuli. Die Ratten konnten sich fiir fiinf Minuten an die
neue Umgebung gewdhnen (Habituation), dann erhielten sie 40 akustische Stimuli mit 30

Sekunden Abstand zueinander. Zehn Sekunden nach diesen ersten akustischen Stimuli
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erhielten die Tiere 10 elektrische Schocks mit jeweils 10 Sekunden Abstand. Nach 10
Sekunden Pause erhielten die Tiere 30 weitere akustische Stimuli. Fiir die Auswertung der
Daten wurden die Amplituden der Schreckreaktion von 10 aufeinander folgenden Stimuli
jedes Tieres zusammengefasst, sodass sieben Blocke entstanden (4 vor dem FuBschock, 3
danach). Dann wurden aus diesen Werten fiir jede Gruppe Mittelwerte und deren S.E.M
errechnet. Die furchtsensitivierte ASR errechnete sich aus der Differenz der Mittelwerte der
Blocke 5-7 und 3-4. Der Blutdruck, die Herzfrequenz und die Korpertemperatur wurden

simultan zur Schreckreaktion gemessen.

2.2.7 Statistische Untersuchungsmethoden

Zur statistischen Auswertung der gewonnenen Daten wurden, je nach Versuch, einfaktorielle
Varianzanalysen, zweifaktorielle Varianzanalysen mit Messwertwiederholung fiir den Faktor
Zeit oder ein allgemeines lineares Modell mit Messwiederholung angewendet. Als
hochsignifikant wurde p<0,001 und als signifikant p<0,05 eingestuft. Ein Wert von 0.10>p=
0,05 wurde als Trend definiert. Obwohl es uniiblich ist, wurden Gruppenunterschiede, die
lediglich als Trend vorlagen, ebenso den Posthoc-Tests unterzogen wie auch die signifikanten
Gruppenunterschiede. Als Posthoc-Tests fiir multiple Vergleiche wurden Fisher's LSD und
Tukey-HSD verwendet. Alle Werte der einzelnen Versuchsgruppen wurden als Mittelwerte

S.E.M. dargestellt. Die Berechnungen wurden mit SPSS durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Verteilung der CGRP-Immunreaktivitiit in der Amygdala

3.1.1 Verteilung der CGRP-Immunreaktivitdt in der Amygdala

Innerhalb der Amygdala befanden sich CGRP-ir Fasergeflechte, aber keine CGRP-ir
Neurone. Die einzelnen Amygdalakerne wiesen erhebliche Unterschiede in der Dichte der
CGRP-ir Fasern auf (Abb.1). Das dichteste Fasergeflecht wurde im Nucleus centralis pars
lateralis der Amygdala beobachtet (CeC; Abb.1.1). Das Fasergeflecht des Nucleus amygdalae
centralis pars medialis war weniger dicht. Sehr lockere Fasergeflechte wurden im Nucleus
lateralis (LA) und der Randzone um die Nuclei intercalares beobachtet. Der Nucleus
amygdalae basalis (BA) war frei von CGRP-ir Fasern. Bei hoherer Vergroferung der
Grenzregion zwischen dem LA und CeA verliefen einige CGRP-ir Fasern vom CeA in den

LA (Abb. 1.2).



30

Abb.1: Ubersicht iiber die Verteilung CGRP-immunreaktiver Fasern in der rostralen
Amygdala (Bregma —2,12). Der Rahmen umgrenzt jenes Areal, welches in Abb. B vergrof3ert
dargestellt ist. B zeigt die Grenze zwischen dem lateralen und zentralen Kern der Amygdala
mit aus dem zentralen Kern in den lateralen Kern ziehenden Fasern (Pfeile). Astr: Area
transitionis amygdalostriatalis, BLA: Nucleus amygdalae basalis lateralis pars anterioris, CeC:
Nucleus amygdalae centralis pars capsularis, CeM: Nucleus amygdalae centralis pars
medialis, CPU: Caudatoputamen, IPAC: Nucleus interstitialis commissura anterioris pars
posterior, LA: Nucleus amygdalae lateralis. MafBstab: 300um (A.), SOum (B).
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3.1.2 Verteilung der CGRP-Immunreaktivitiit innerhalb der Nuclei intalaminares posteriores
thalami

Immunhistochemisch lieBen sich viele CGRP-markierte Neurone im posterioren Thalamus
darstellen. Im 4duBerst rostralen Bereich des Thalamus fanden sich CGRP-positive Neurone
innerhalb des Nucleus subparafascicularis und des Nucleus posterior thalami, die sich von
rostromedial bis caudolateral erstreckten. Die Anordnung der markierten Zellen erinnerte an
ein Band (Abb. 2E, reprisentative Farbung nach Nissl Abb. 3A). Weiter kaudal dehnte sich
das von den immunpositiven Neuronen eingenommene Areal dorsal und lateral aus und
beinhaltete den Nucleus peripeduncularis (PP), den Nucleus intralaminaris posterior thalami
(PIL) und den Nucleus posterior triangularis thalami (PoT). Das Aussehen des Gebietes
erinnerte an ein Dreieck dessen Grenzen dorsolateral durch das Corpus geniculatum mediale
(MG), pars medialis (MGm), dorsomedial durch den Nucleus pretectalis anterior (APT) und
den Nucleus retroethmoidales (REth) sowie ventral von der Substantia nigra pars lateralis
gebildet wurden (Abb. 2F, repriasentative Firbung nach Nissl Abb. 3B). Weiter kaudal
expandierte das Areal lateral bis an die Oberfliche des Gehirns. Die Form erinnerte an einen
Keil (Abb. 2G, représentative Firbung nach Nissl Abb. 3C). Bis zum Ende des MG verlagerte
sich die mediale Grenze des von den markierten Zellen eingenommenen Areals weiter nach
lateral (Abb. 2H, représentative Firbung nach Nissl Abb. 3D). War der MG nicht mehr zu
sehen, fanden sich auch keine markierten Zellen mehr. Die markierten Zellen bildeten einen

zusammenhédngenden Komplex [Abb. 2; siehe auch Abb. 2 in (Dobolyi et al., 2005)].
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Abb.2: Die Abbildungen A, B, C und D zeigen fluorogoldmarkierte Zellen im Thalamus. Die
Abbildungen E, F, G und H zeigen CGRP-immunreaktive Zellen innerhalb desselben Areals.
Die Zeichnungen stellen vier unterschiedliche Ebenen entlang der rostro-kaudalen Achse dar
(sieh AP Distanz zu Bregma) und stammen aus dem Atlas von Paxinos und Watson (Paxinos
und Watson, 1997), sie entsprechen in ihrer Lage den Fluorogold und CGRP zeigenden
Abbildungen. I, J, K und L zeigen die Abbildungen, nachdem sie vereinigt wurden. Doppelt
markierte Zellen werden durch Pfeilspitzen angezeigt. Die Abbildungen gehoren zu einer
Injektion in die AStr (HAN 41, siche Abbildung 5). MaB3stab: 200um.
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Eth: Nucleus ethmoidalis thalami, MGM: Corpus geniculatum mediale, Nucleus medialis,
MGV: Corpus geniculatum mediale, Nucleus ventralis, ml: Lemniscus medialis, PIL: Nucleus
intralaminaris posterioris thalami, Po: Nuclei posteriores thalami, PoT: Nucleus posteriores
triangulares thalami, PP: Nucleus peripedunculares, REth: Nucleus retroethmoidales, SPFPC:
Nucleus subparafascicularis thalami pars parvicellularis, SubB: Nucleus subbrachialis, VPM:
Nucleus ventralis posteromedialis thalami.
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Abb. 3: Koronale Nissl-gefirbte Schnitte des posterioren Thalamus an vier unterschiedlichen
rostro-kaudalen Positionen (A oben links bis kaudal D unten rechts). Die Zeichnungen sind
Ausschnitte aus dem Atlas von Paxinos und Watson (1997) auf Hohe der Abbildungen.
Malistab 200 pm. MGD: Corpus geniculatum mediale, Nucleus dorsalis MGM: Corpus
geniculatum mediale, Nucleus medialis, MGV: Corpus geniculatum mediale, Nucleus
ventralis, ml: Lemniscus medialis, PIL: Nucleus intralaminaris posterioris thalami, Po: Nuclei
posteriores thalami, PoT: Nucleus posteriores triangulares thalami, PP: Nucleus
peripedunculares, REth: Nucleus retroethmoidales, SG: Nucleus suprageniculatus thalami,
SPFPC: Nucleus subparafascicularis thalami pars parvicellularis, SubB: Nucleus

subbrachialis, VPM: Nucleus ventralis posteromedialis thalami.
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3.2 Retrogrades Tracing

Fluorogold wurde in jene amygdaloiden Kerne injiziert, die vermutlich Afferenzen aus dem
posterioren Thalamus um das MG erhalten. Dies waren vor allem die Area transitionis
amygdalostriatalis (AStr), der Nucleus amygdalae lateralis (LA), der Nucleus interstitialis
commissura anterioris pars posterior (IPAC), der Nucleus centralis pars medialis (CeM) und
das ventrale Caudatoputamen (CPu) (LeDoux et al., 1990b; LeDoux, 1993; LeDoux, 2000;
Linke et al., 1999). Wie in Abbildung 4 dargestellt, wies das Zentrum der typischen
Fluorogoldinjektionsstelle einen nekrotischen Bereich von etwa 100 um Durchmesser auf,
verursacht durch das Absterben von Neuronen und Einwandern von Gliazellen (Abb. 4.A).
Von der zentralen Nekrose ausgehend verteilte sich der Tracer konzentrisch und man konnte
ein stirker fluoreszierendes Zentrum von einer es umgebenden schwicher fluoreszierenden
Randzone unterscheiden (Abb. 4B, innere Pfeile). Aufgrund fritherer Arbeiten ist
anzunehmen, dass der Tracer nur innerhalb des stirker fluoreszierenden Zentrums
aufgenommen wird und der schwicher markierte Halo nicht zur retrograden Markierung
beitrdgt (Linke, 1999; Linke et al., 2004). Im Folgenden wird die Zone der aktiven Aufnahme
des Tracers als das Zentrum der Injektion betrachtet. Die genaue Lage der Injektionen zeigt
Abbildung 5. Details individueller Injektionen finden sich in Tabelle 1. Injektionen in
angrenzende Gebiete wie den piriformen Cortex (HAN 51, 56 Abb. 5A) oder den
endopiriformen Kern (HAN 49, 54, Abb. 5B; HAN 38 Abb. 5D) wiesen keine Markierungen
in den posterioren intralaminaren Kernen auf, weshalb sie von dieser Untersuchung

ausgeschlossen wurden.
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Abb. 4: Fluorogoldinjektion in die zentrale Amygdala (HAN 30). A: Nissl Fiarbung, der Pfeil
deutet auf die nekrotische Injektionsstelle hin in deren Zentrum die Spitze der
Injektionskaniile gesessen hat. Die Injektionszonen sind eingekreist. B: der selbe Schnitt
beleuchtet unter Fluorogoldfluoreszenz Bedingungen. Die nekrotische Stelle ist deutlich zu
erkennen. Um diese Stelle, umringt von dem inneren Kreis aus Pfeilen, befindet sich die
Kernzone der Injektion. Die duleren Pfeile weisen auf die duflere Grenze der Diffusionszone
des Tracers hin. Maf3stab 500 um. Abkiirzungen siehe Liste.
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Abb. 5: Lage und GroBe der Injektionsstellen. Die Zeichnungen stammen aus dem Atlas von
Paxinos und Watson (1997) und sind von rostral nach kaudal geordnet. Die Zahlen neben den
Falllisten geben die Distanzen zu Bregma in mm an. AStr: Area transitionis
amygdalostriatalis, BLA: Nucleus amygdalae basalis lateralis pars anterioris, BLP: Nucleus
amygdalae basalis lateralis pars posterioris, BLV: Nucleus amygdalae basalis lateralis pars
ventralis, BMA: Nucleus amygdalae basalis medialis pars anterioris, BSTIA: Nucleus striae
terminalis pars intraamygdalae, CeC: Nucleus amygdalae centralis pars capsularis, CeL:
Nucleus amygdalae centralis pars lateralis, CeM: Nucleus amygdalae centralis pars medialis,
CPu: Caudatoputamen, DEn: Nucleus endopiriformis dorsalis, I: Nuclei intercalates
amygdalae, IPAC: Nucleus interstitialis commissura anterioris pars posterior, IPACL:
Nucleus interstitialis commissura anterioris pars posterolateralis, IPACM: Nucleus
interstitialis commissura anterioris pars posteromedialis, LaDL: Nucleus amygdalae lateralis
pars dorsolateralis, LAVL: Nucleus amygdalae lateralis pars ventrolateralis, LAVM: Nucleus
amygdalae lateralis pars ventromedialis, LGP: Globus pallidus lateralis, VEn: Nucleus
endopiriformis ventralis.
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3.3 Injektionen in individuelle Kerne der Amygdala

3.3.1 Area transitionis amygdalostriatalis (AStr)

Die Area transitionis amygdalostriatalis wurde entlang ihrer rostro-kaudalen Ausdehnung an
unterschiedlichen Stellen getroffen (Bregma —1.30 bis -3.30; Abb. 5). Bei fiinf der
Injektionen beschrinkte sich das Zentrum der Injektionen auf die AStr (HAN 27, HAN 42,
HAN 48, Abb. 5C; HAN 37, HAN 41, Abb. 5D). Bei zwei weiteren Injektionen befand sich
das Zentrum der Injektion im IPAC an der Grenze zum CPu (HAN 65, HAN 68, Abb. 5SA und
5B). Alle Injektionen zeigten retrograd markierte Neurone innerhalb des SPF, PP, MGm und
jener thalamischen Region die von Swanson und Kollegen als Nucleus intralaminares
posteriores thalami, abgekiirzt PIN, bezeichnet wird (Abb. 2, 3). Dieselbe Region wird von
Paxinos und Watson in einen Nucleus posteriores triangulares thalami (PoT) und einen
Nucleus intralaminares posteriores thalami (PIL) unterteilt. Das Gebiet, welches von diesen
markierten Zellen eingenommen wurde, veridnderte seine Form entlang der rostro-kaudalen
Achse. Rostral formten die Projektionsneurone ein Band, das medial des Nucleus ventralis
posteromedialis thalami (VPM) und dorsal des Lemniscus medialis lag. Das Band befand sich
im Nucleus posteriores thalami (Po), an dessen Grenze zum und im Nucleus
subparafascicularis pars parvicellularis (SPFPC, Abb. 2A, repréasentative Fiarbung nach Nissl
Abb. 3A). Das Areal erweiterte sich kaudal nach dorsal und erhielt die Form eines Dreiecks.
Dessen Kanten wurden dorsolateral durch das MG, ventral durch das DpMe und medial vom
REth begrenzt. Dieses Areal beinhaltete den PIL, PoT und SPFPC sowie den medialen Teil
des MG. Innerhalb dieses Bereiches befanden sich in jedem dieser Kerne Subpopulationen
von retrograd markierten Neuronen (Abb. 2B, reprédsentative Farbung nach Nissl Abb. 3B,
Ubersichtszeichnung Abb. 6A). Weiter kaudal flachte das Dreieck ab und #hnelte einem Keil,
dessen Spitze nach lateral zeigte und die Oberfldche des Gehirns erreichte. Dorsolateral wurde

der Keil vom MG begrenzt, ventrolateral vom Pedunculus cerebralis (CP) und der Substantia
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nigra (SN). Auf dieser koronalen Ebene beinhaltete das Areal den PIL, PoT, den PP und den
ventralen Teil der marginalen Zone des MG (Abb. 2C, reprisentative Fiarbung nach Nissl
Abb. 3C, Ubersichtszeichnung Abb. 6B). Auffallend war die deutliche Zunahme in der
Anzahl und Dichte retrograd markierter Neurone. Im weiteren Verlauf dehnte sich das Areal
dorsal und dorsolateral aus. Die Zellen formten eine Kappe um den kaudalen Teil des MG.
Markierte Zellen traten auch in der marginalen Zone des MG, dem medialen Teil des MG,
dem Nucleus suprageniculatus thalami (SG), dem PP und dem Nucleus subbrachialis (SUBB,

Abb. 2D, reprisentative Farbung nach Nissl Abb. 3D) auf.

3.3.2 Nucleus amygdalae lateralis (LA)

Jede der drei Injektionen in den Nucleus amygdalae lateralis (Abb. 5) zeigte
fluorogoldmarkierte Zellen im posterioren Thalamus (Abb. 6, C, D). Das Gebiet, welches von
diesen Zellen eingenommen wurde, deckte sich mit jenem, welches durch Injektionen in die
AStr markiert wurde, mit Ausnahme des kaudalen Teils des Areals. Die Zellen dort
umschlossen nicht den MG, sie lagen lediglich medial des MG. Injektionen in den LA

markierten weniger Zellen im posterioren Thalamus als Injektionen in die AStr.

3.3.3 Nucleus interstitialis commissura anterioris pars posterior (IPAC)

Injektionen in den IPAC (Abb. 5) zeigten ebenfalls fluorogoldmarkierte Zellen im posterioren
Thalamus. Rostral wiesen die markierten Zellen die gleiche Verteilung auf wie sie nach
Injektionen in die AStr zu beobachten waren. Dennoch war die Neuronendichte noch hoher
als nach Injektionen in die AStr und es wurde ein groferes Areal eingenommen. Weiter
caudal bildeten die markierten Zellen ein Dreieck. Eine Spitze des Dreiecks zeigte nach
medial und nicht nach lateral, wie es bei Injektionen in die AStr der Fall war (Abb. 6E).
Weiter posterior nahm die Anzahl der markierten Zellen ab und die Dreieckskontur veréndert

sich hin zu einem Band, welches entlang der dorso-ventralen Achse verlief (Abb. 6F). Mit
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Ausnahme der rostralen Bereiche, wo die markierten Zellen sowohl nach Injektion in den
IPAC als auch nach Injektion in die AStr die gleiche Verteilung zeigten, befanden sich die
Neurone, welche zum IPAC projizierten eher medial, wihrend Neurone die zur AStr
projizierten, eher lateral lagen. Kaudal des intralaminaren Thalamus nahm die Anzahl der
markierten Zellen ab. Das stand im deutlichen Kontrast zu den Markierungen nach
Injektionen in die AStr: Anstelle einer Kappe aus markierten Zellen, die das MG

umschlossen, fanden sich nur einige wenige markierte Zellen.

3.3.4 Nucleus amygdalae centralis (CeA)

Drei Injektionen waren im zentralen Kern der Amygdala lokalisiert, davon je eine im
medialen, im lateralen und im kapsuldren Subnukleus. Die Injektion in den medialen
Subnukleus des CeA markierte Zellen innerhalb des PIN. Rostral im SPF befand sich ein
Cluster markierter Zellen. Diese Ansammlung von Zellen nahm mehr Raum ein als die
Markierung nach Injektionen in die AStr. Weiter kaudal erweiterte sich das Gebiet ventral
und dorsal und war vergleichbar mit dem Dreieck aus Zellen im PIN, welches nach
Injektionen in die AStr zu beobachten war (Abb. 6G). Weiterhin expandierte das okkupierte
Areal bis zur Oberfliche des Gehirns und sah aus wie ein Keil (ABB. 6H). Sehr weit kaudal
rahmten die markierten Zellen das MG komplett ein. Wie erwartet konnten keine Zellen durch

Injektionen in den lateralen und kapsulédren Teil des zentralen Kerns markiert werden.

3.3.5 Cautatoputamen (CPU)

Drei Injektionen befanden sich in Amygdala nahen Abschnitten des CPu. Die erste Injektion
lag ventral und relativ weit kaudal, nahe der AStr (HAN 44, Abb. 5B). In diesem Fall konnten
Zellen im rostralen Bereich des posterioren Thalamus beobachtet werden, noch bevor das MG
beginnt. Diese Zellen befanden sich dorsal des Lemniscus medialis und ventral der Nuclei

posteriores thalami und somit im SPFPC. Weiter caudal nahmen markierte Zellen ein
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dreieckiges Areal ein, das dem PIN entsprach (Abb. 6I). Weiter kaudal wurde aus dem
Dreieck ein Band, das senkrecht zu dem rostral gelegenen Band orientiert war. Es erstreckte
sich lateral entlang der medialen Grenze der Nuclei intralaminares posteriores thalami, ein
Areal, das dem medialen Bereich des PIN entsprach. In dem am weitesten posterior gelegenen
Teil des Thalamus befanden sich Zellen innerhalb des PP und der angrenzenden marginalen
Zone des MG (Abb. 6J).

Be1 der zweiten, weiter rostral und dorsal gelegenen Injektion in den CPu fanden sich nur
einige wenige markierte Zellen oberhalb des Lemniscus medialis und unterhalb der Nuclei
posteriores thalami im Bereich vor dem MG. Weiter kaudal gab es keine markierten Zellen
mehr.

Die dritte Injektion in die CPu befand sich noch weiter rostral und lateral als die beiden
anderen Injektionen und wies keine markierten Zellen innerhalb des posterioren Thalamus

auf.

3.3.6 Globus pallidus lateralis (LGP)

Die Injektionen in den Globus pallidus lateralis (HANS57, Abb. 5) markierten vereinzelte
Zellen des SPFPC und des REth. Kaudal waren nur wenige markierte Zellen medial der
Nuclei intralaminares posteriores thalami zu beobachten, wohingegen der PIN weitestgehend
fre1 von markierten Zellen war. Nachdem der MG endete, fanden sich einige wenige

markierte Zellen in der Formatio reticularis.
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Abb. 6: Verteilung Fluorogold markierter Neurone der Kerne des kaudalen intralaminaren
Thalamus, an zwei unterschiedlichen Stellen entlang der rostro-kaudal Achse, nach
Injektionen in unterschiedliche Kerne der erweiterten Amygdala (A, C, E, G, I, Bregma -5,3
mm; B, D, F, H, ] Bregma — 6,04 mm). A, B: Markierung nach Injektion in die AStr. C, D:
Markierung nach Injektion in den LAVM. E, F: Markierung nach Injektion in den IPAC. G,
H: Markierung nach Injektion in den CEM. I, J: Markierung nach Injektion in das CPu. Die
Fenster zeigen die entsprechende Injektionsstelle und GroBe. Zu besseren Ubersichtlichkeit
befindet sich die Beschriftung in den Abbildungen K und L. Jedes Symbol reprisentiert eine
einzelne Zelle. Die Zeichnungen sind Ausschnitte aus dem Atlas von Paxinos und Watson
(1997). MGD: Corpus geniculatum mediale, Nucleus dorsalis, MGM: Corpus geniculatum
mediale, Nucleus medialis, MGV: Corpus geniculatum mediale, Nucleus ventralis, PIL:
Nucleus intralaminaris posterioris thalami, PoT: Nucleus posteriores triangulares thalami, PP:
Nucleus peripedunculares, SG: Nucleus suprageniculatus thalami, SPFPC: Nucleus
subparafascicularis thalami pars parvicellularis.
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3.4 Doppelmarkierungen von CGRP-ir und thalamoamygdaléiren Projektionsneuronen

Die Doppelmarkierung mit Fluorogold und Antikorpern gegen CGRP (Abb. 7) zeigte, dass
CGRP-ir Neuronen im posterioren Thalamus nur in die AStr, den LA, den CeM und in das
CPu projizieren. Dariiber hinaus finden sich topographische Unterschiede in der Verteilung

der CGRP-ir Projektionsneurone, insbesondere in der rostro-kaudalen Achse (Table 2).

Injektions-  |Rostraler Teil des posterioren | Kaudaler Teil des  posterioren
stelle Thalamus Thalamus
& Fall # # # % % # # # % %

a CGRP FG DM FG CGRP |CGRP FG DM FG CGRP
AStr
HAN37 68 117 29 248 426 |119 501 30 6.0 252
HAN41 75 273 45 16.5 60.0 |139 1183 70 59 504
HAN27 89 470 49 47 555 83 455 22 10.8  59.0
HAN28 75 311 39 125 52.0 |147 1462 63 43 429
LA
HANI10 144 185 5 2.7 3.5 142 230 0 0.0 0.0
HAN39 99 190 3 1.6 3.0 72 119 0 0.0 0.0
HAN40 78 111 2 1.8 2.0 98 112 0 0.0 0.0
CeM
HAN45 63 287 2 0.7 32 96 508 4 0.8 42
CPu
HAN44 113 338 11 33 9.7 116 61 4 6.6 34

Tabelle 2: Anzahl und Prozentsatz Fluorogold-, CGRP- und doppelt markierter Zellen im
posterioren Thalamus. Der Thalamus ist unterteilt in einen rostralen (Bregma —4,52 bis —5,60)
und einen kaudalen (Bregma —5,60 bis —6,72) Teil. Fall/Injektion: Fall und Injektionsstelle; #
CGRP: Anzahl CGRP-ir Neurone; # FG: Anzahl fluorogoldmarkierter Neurone; # DM:
Anzahl doppelt markierter Neurone; % FG: Prozentsatz doppelt markierter Zellen an der
fluorogoldmarkierter Population; FG: Fluorogoldmarkierte Zellen; % CGRP: Prozentsatz
doppelt markierter Zellen (DM) an der CGRP-markierter Population.
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Abb. 7: CGRP-immunreaktive (A) und FG markierte (B) Neurone im posterioren Thalamus
nach einer Injektion in die AStr (HAN 28, Abb. 5). C ist eine VergroBBerung der iibereinander
gelagerten Ausschnitte. Doppelt markierte Neurone sind mit Pfeilspitzen markiert. MaB3stab
100 pm. MGM: Corpus geniculatum mediale, Nucleus medialis, MGV: Corpus geniculatum
mediale, Nucleus ventralis, PIL: Nucleus intralaminaris posterioris thalami, PoT: Nucleus
posteriores triangulares thalami, PP: Nucleus peripedunculares, SPFPC: Nucleus
subparafascicularis thalami pars parvicellularis.
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3.4.1 Area transitionis amygdalostriatalis (AStr)

Die AStr zeichnete sich dadurch aus, dass sie von allen untersuchten Regionen die mit
Abstand stiarkste CGRP-ir Projektion aus dem posterioren Thalamus erhielt. Doppelt
markierte Neurone fanden sich entlang der gesamten rostro-kaudalen Achse des posterioren
Thalamus (Abb. 2 I, J, K, L; Abb. 8). Insgesamt befanden sich in der kaudalen Hilfte des
Thalamus doppelt so viele CGRP-ir Zellen wie in der rostralen Hilfte. Dariiber hinaus gab es
mindestens doppelt so viele FG markierte Zellen als CGRP-ir Neurone. Etwa 50 % der
CGRP-ir Neurone waren auch fluorogoldmarkiert und projizierten demnach in die AStr. Im
Gegensatz dazu machten CGRP-ir Neurone zwischen 5 bis 25 % der thalamo-amygdalédren
Projektionsneurone aus (Tabelle 2). In der kaudalen Hilfte des posterioren Thalamus gab es
vier mal mehr fluorogoldmarkierte Zellen als in der anterioren Hilfte. Deshalb fiel in dieser
Region der Anteil CGRP-ir Neurone auf 4-11 %, obwohl die absolute Anzahl doppelt
markierter Neurone vergleichbar mit der des rostralen Teils des posterioren Thalamus war.
Doppelt markierte Zellen verteilten sich iiber das gesamte von markierten Zellen

eingenommene Areal. Es gab keine Anzeichen einer Clusterbildung.

3.4.2 Nucleus interstitialis commissura ant. pars post. (IPAC) und Globus pallidus lat. (LGP)
Injektionen in den IPAC und den LGP, die beide an die AStr angrenzten, zeigten keine
doppelt markierten Zellen im Thalamus und das, obwohl viele Zellen fluorogoldmarkiert

waren. Das galt insbesondere fiir Injektionen in den IPAC.

3.3.3 Cautatoputamen (CPu)

Injektionen in das Caudatoputamen wiesen lediglich in einem Fall der sehr nahe an der AStr
lag, doppelt markierte Zellen auf (HAN 44, Abb. 5). In diesem Fall befanden sich deutlich
mehr Zellen in der anterioren Hilfte als in der posterioren Hilfte des Thalamus, zudem

unterschied sich die Anzahl der CGRP-ir Zellen nicht zwischen den beiden Hilften. Die
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wenigen doppelt markierten Zellen verteilten sich iiber das gesamte von markierten Zellen
eingenommene Gebiet, allerdings befanden sich mehr doppelt markierte Zellen im anterioren
als im posterioren Bereich. Der Anteil doppelt markierter Neurone war deutlich geringer im

Vergleich zu Injektionen in die AStr, aber hoher als nach Injektionen in die LA oder CeA.

3.4.4 Nucleus amygdalae lateralis (LA)
Es gab keine groBen Unterschiede in der Anzahl fluorogoldmarkierter Zellen zwischen der
anterioren und der posterioren Hilfte des Thalamus. Alle der wenigen doppelt markierten

Neurone befanden sich in der anterioren Hilfte (Tabelle 2).

3.4.5 Nucleus amygdalae centralis (CeA)

Bei Injektionen in den medialen Teil des Zentralen Kerns nahm die Anzahl
fluorogoldmarkierter Zellen von rostral nach kaudal zu. Die wenigen doppelt markierten
Zellen befanden sich in beiden Hilften, allerdings gab es mehr davon in der posterioren Hilfte

(Abb. 9)
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Abb. 8: CGRP-ir (Dreiecke), FG-markierte (Kreise) und doppelt markierte (Sterne) Neurone
im posterioren Thalamus nach Injektion in die AStr (HAN 41, Abb. 5). Die Zeichnungen A,
B, C und D sind Ebenen entlang der rostro-kaudalen Achse (AP Distanz —4,52, -5,30, -6,04, —
6,30 von Bregma ausgehend) aus dem Atlas von Paxinos und Watson (1997). Abbildung E
entspricht dem umrahmten Areal in Zeichnung C und Abbildung F entspricht dem umrahmten
Areal in Zeichnung D. Doppelt markierte Neurone werden durch Pfeilspitzen angezeigt.
Malstab: 100 um. MGM: Corpus geniculatum mediale, Nucleus medialis, MGV: Corpus
geniculatum mediale, Nucleus ventralis, ml: Lemniscus medialis, PIL: Nucleus intralaminaris
posterioris thalami, Po: Nuclei posteriores thalami, PoT: Nucleus posteriores triangulares
thalami, PP: Nucleus peripedunculares, REth: Nucleus retroethmoidales, SPFPC: Nucleus
subparafascicularis thalami pars parvicellularis, SubB: Nucleus subbrachialis.
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Abb. 9: CGRP-ir (Dreiecke) und FG-markierte (Kreise) Neurone im posterioren Thalamus
nach Injektion in die CeM (HAN 45, Abb. 5). Die Zeichnungen A, B, C und D sind Ebenen
entlang der rostro-kaudalen Achse (AP Distanz —4,52, -5,30, -6,04, —6,30 von Bregma
ausgehend) aus dem Atlas von Paxinos und Watson (1997). Abbildung E entspricht dem
umrahmten Areal in Zeichnung B und Abbildung F entspricht dem umrahmten Areal in
Zeichnung D. Die Abbildungen zeigen lediglich CGRP-ir und FG-markierte Neurone.
Mafstab 100 um. MGM: Corpus geniculatum mediale, Nucleus medialis, MGV: Corpus
geniculatum mediale, Nucleus ventralis, ml: Lemniscus medialis, PIL: Nucleus intralaminaris
posterioris thalami, Po: Nuclei posteriores thalami, PoT: Nucleus posteriores triangulares
thalami, PP: Nucleus peripedunculares, REth: Nucleus retroethmoidales, SPFPC: Nucleus
subparafascicularis thalami pars parvicellularis, SubB: Nucleus subbrachialis, VPM: Nucleus
ventralis posteromedialis thalami.
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3.4 Fluorogold und CGRP-ir Projektionen des Nucleus parabrachialis zur Amygdala

Im parabrachialen Kern, in einer Entfernung von etwa —9,0 bis —9,4 mm von Bregma, fanden
sich fluorogoldmarkierte Neurone nach Injektionen in den CeM, CeL, IPAC, die AStr und bei
den Injektionen in das CPu (HAN44, Abb. 5) und das LGP (HAN63, HAN60, Abb. 5) die
dem IPAC am néchsten lagen. Im PB gab es keine Tracer markierten Neurone nach
Injektionen in den LaDL (HAN 39, Abb. 5D), LaVL (HAN 40, Abb. 5D), piriformen Kortex
(HANS1 und HANS56, Abb. 5A) oder Nucleus endopiriformis (HAN49 und HANS54, Abb. 5B;
HANS3S, Abb. 5D).

Injektionen in den CeL und die AStr markierten zerstreut liegende Neurone im Nucleus
parabrachialis medialis, pars lateralis (MPBE), Nucleus parabrachialis lateralis, pars lateralis
(LPBE) und Nucleus parabrachialis lateralis, pars medialis (LBPC) (Abb. 10A). Injektionen
in den CeM markierten Neurone, die eng beieinander im LPBE, Nucleus parabrachialis
lateralis, pars mediolateralis (LPBCr) und LPBC lagen (Abb. 11A). Die CGRP-ir Neurone
lagen zusammengeballt iiberwiegend im LPBE und Nucleus parabrachialis medialis, pars
lateralis (MPBE, Abb. 10B, 11B) und {iiberlappten teilweise mit den zusammenliegenden
Neuronen, die nach einer Injektion in den CeM mit FG markiert waren. Nach Injektionen in
das CPu und den CeL lagen markierte Neurone verstreut im MPBE und lateralen
parabrachialen Kern. Injektionen in den IPAC fiihrten zu einigen wenigen markierten
Neuronen im MPBE, doch stieg die Anzahl der markierten Neurone mit abnehmender
Entfernung der Injektionsstelle zur CeA.

Nach Injektionen in den CeL oder die AStr gab es doppelt markierte Neurone, die iiber LPBE
und MPBE verteilt waren (Abb. 10C/D). Lediglich einige wenige doppelt markierten Neurone
befanden sich in der Ansammlung der CGRP-ir Neurone. Nach Injektionen in den CeM gab
es doppelt markierte Neurone im LPBE und LPBCr aber keine im lateralen Bereich des

MPBE (Abb. 11C/D). Insgesamt ist die Dichte der doppelt markierten Neurone héher nach
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Injektionen in den CeM als nach Injektionen in den CeL oder die AStr. Im PB wurden keine

doppelt markierten Neurone nach Injektionen in den IPAC, CPu und LPG gefunden.
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Abb. 10: Verteilung doppelt markierter Neurone im Nucleus parabrachialis. A: FG markierte
Neurone nach einer Injektion in den CeL (HAN 30, Abb. 5C). B: CGRP-ir Neurone. C:
Ubersicht der Kolokalisation retrograd markierter (Kreise) und CGRP-ir (Dreiecke) Neurone.
Die Position der Zellen wurde in die entsprechende Ebene des Atlanten von Paxinos und
Watson iibertragen, Entfernung von Bregma -9,16mm. Sterne reprisentieren doppelt
markierte Zellen. Jedes Symbol représentiert eine Zelle. Die Pfeilspitzen zeigen doppelt
markiert Neurone an. D: AusschnittsvergroBerung des in C eingerahmten Bereichs mit
tibereinander gelagerten Fluoreszenzen. E: Ausschnittsvergrof3erung der
Fluorogoldmarkierung. F: AusschnittsvergroBerung der CGRP-ir. Maf3stab: 100um.
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Abb. 11: Verteilung doppelt markierter Neurone im Nucleus parabrachialis. A: FG markierte
Neurone nach einer Injektion in den CeM (HAN 45, Abb. 5C). B: CGRP-ir Neurone. C:
Ubersicht der Kolokalisation retrograd markierter (Kreise) und CGRP-ir (Dreiecke) Neurone.
Die Position der Zellen wurde in die entsprechende Ebene des Atlanten von Paxinos und
Watson iibertragen, Entfernung von Bregma -9,16mm. Sterne reprisentieren doppelt
markierte Zellen. Jedes Symbol représentiert eine Zelle. Die Pfeilspitzen zeigen doppelt
markierte Neurone an. D: Ausschnittsvergroferung des in C eingerahmten Bereichs mit
tibereinander gelagerten Fluoreszenzen. E: Ausschnittsvergrof3erung der
Fluorogoldmarkierung. F: AusschnittsvergroBBerung der CGRP-ir. Mal3stab: 100um. LPBE:
Nucleus parabrachialis lateralis, pars lateralis, me 5: Tractus mesencephalicus nervi trigemini,
MPBE: Nucleus parabrachialis medialis, pars lateralis, scp: Pedunculus cerebellaris superior,
vsc: Tractus spinocerebellaris anterior.
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3.5 Allgemeine Auswirkungen der frithen postnatalen Thyroxinbehandlung

Die thyroxinbehandelten Tiere 6ffneten frither ihre Augen und das Fellwachstum setzte frither
ein. Weiterhin wogen die thyroxinbehandelten Tiere weniger (Gruppe 3, 233g, SEM * 8g) als
die mit physiologischer Kochsalzlosung behandelten Tiere (Gruppe 2, 285g, SEM * 8g) und
die unbehandelten Tiere (Gruppe 1, 309g, SEM * 8g). Die unbehandelten Tiere unterschieden
sich nicht signifikant von den kochsalzbehandelten Tieren (Univariante Varianzanalyse,
F=25, df=2, p<0,05. Posthoc-Test: Tukey-HSD, Gruppe 3 gegen Gruppe 1 und 2 jeweils

p<0,000, Gruppe 1 gegen Gruppe 2: p=0,116).

3.6 Messungen im Kiifig vor dem Umsetzen in eine unbekannte Umgebung (Novelty)

Wihrend der Messdauer von 15 Minuten gab es keine signifikanten Verdnderungen des
Blutdrucks (Abb. 12A Gruppen: F=0,88 p=0,44; Zeit: F=1,22 p=0,32), der Herzfrequenz
(Abb. 12D Gruppen: F=0,01 p=0,99; Zeit: F=1,57 p=0,20) und der Korpertemperatur (Abb.
12G Gruppen: F=0,13 p=0,88; Zeit: F=2,12 p=0,09). Die Gruppen unterschieden sich nicht

voneinander.

3.7 Messungen in einer unbekannten offenen Umgebung (Novelty)

3.7.1 Blutdruck und Herzfrequenz

Die statistische Analyse mittels eines allgemeinen linearen Modells mit Messwiederholungen
ergab, dass der Blutdruck (F=27,529, df=1, p<0,000) und die Herzfrequenz (F=58,055, df=1,
p<0,000) der Tiere nach ihrer Umsetzung in einen neuen unbekannten Raum signifikant
anstieg. Zwischen den Gruppen gab es sowohl beim Blutdruck (F=1,798, df=2, p=2,11) als
auch bei der Herzfrequenz (F=0,215, df=2, p=0,81) keine signifikanten Unterschiede.
Weiterhin kam es im Verlauf der 15-miniitigen Messung im offenen Feld zu einem
signifikanten Abfall des Blutdrucks (zweifaktorielle ANOVA, F=10,48, df=4, p<0,0001) und

Sinken der Herzfrequenz (F=8,62, df=4, p<0,001), wobei sich die Gruppen sowohl beim
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Blutdruck (zweifaktorielle ANOVA, F=1,90, df=2, p=0,15, Abb. 12B) als auch bei der
Herzfrequenz (F=0,52, df=4, p=0,62, Abb. 12E) nicht signifikant voneinander unterschieden.
Beziiglich des Blutdrucks gab es allerdings den Trend, dass sich die unbehandelten von den

behandelten Tieren unterschieden.

3.7.2 Korpertemperatur

Die Korpertemperatur der Tiere verdnderte sich unmittelbar nach ihrer Umsetzung in einen
neuen unbekannten Raum nicht signifikant (F = 1,655, df = 1, p = 0,225), es gab auch
diesbeziiglich keine Unterschiede zwischen den Gruppen (F = 0,424, df = 2, p = 0,665).
Wihrend des 15-miniitigen Versuchs stieg die Korpertemperatur allerdings signifikant an

(F = 2429, df = 4, p < 0,0001). Zwischen den Gruppen gab es keine signifikanten
Unterschiede (F = 2,72, df =2, p = 0,10, Abb. 12 H.) es gab allerdings den Trend, dass sich

die unbehandelten von den behandelten Tieren unterschieden.

3.8 Messungen im Kiifig nach den Versuchen in der neuen Umgebung (Novelty)

3.8.1 Blutdruck, Herzfrequenz und Korpertemperatur

Der Blutdruck (zweifaktorielle ANOV A mit Messwiederholung, F = 5,37, df =9, p <0,0001),
die Herzfrequenz (F = 10,91, df =9, p < 0,0001) und die Korpertemperatur (F=10,91,df =9,
p < 0,0001) der Versuchstiere, die sich wieder in ithrem Kéfig befanden, nahm innerhalb der
ersten 30 Minuten nach dem Test in der unbekannten Umgebung ab. Dabei gab es beim
Blutdruck (F =2,04, df =2, p=0,17, Abb. 12 C), der Herzfrequenz (F = 1,33, df =2,

p = 0,30, Abb. 12 F) und der Koérpertemperatur (F = 0,35, df =2, p = 0,71, Abb. 12 I) keine

Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abb. 12: Verldufe von Herzfrequenz, Blutdruck und Korpertemperatur in der neuen
Umgebung sowie im Kifig davor und danach. Die Zeit im Kifig vor dem Versuch in der
neuen Umgebung zéhlt zuriick. C: Kontrolle, S: Behandlung mit Kochsalz, T: Behandlung mit
Thyroxin.
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Abb. 13: Verlauf des Blutdrucks, der Herzfrequenz, der Korpertemperatur und der Aktivitit
im Kifig tiber Nacht. Die Symbole unmittelbar iiber den Messpunkten zeigen Unterschiede
zwischen den Gruppen und den Grad der Signifikanz. C: Kontrolle, S: Behandlung mit
Kochsalz, T: Behandlung mit Thyroxin.
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3.9 Messungen iiber Nacht im Kiifig nach den Versuchen in einer neuen Umgebung

Gemessen wurde von 16:00 Uhr bis 10:00 Uhr des darauffolgenden Tages. Alle 30 Minuten
wurde eine Messung durchgefiihrt. Fiir die Berechnungen wurden die Mittelwerte iiber einen
Zeitraum von zwel Stunden benutzt. Geht man von 16:00 Uhr aus, so erfolgten die
Messungen innerhalb eines Zweistundenfensters um 16:00 Uhr, 16:30 Uhr, 17:00 Uhr und
zuletzt um 17:30 Uhr. Zur statistischen Auswertung der Daten wurde zum einen ein
allgemeines lineares Modell mit Messwiederholung und ein Fisher’s LSD Posthoc-Test sowie
fir jeden Zeitpunkt eine einfaktorielle ANOVA und ein Fisher’s LSD Posthoc-Test

durchgefiihrt.

3.9.1 Blutdruck

Der Blutdruck édnderte sich iiber Nacht nicht signifikant (allgemeines lineares Modell mit
Messwiederholung, F = 0,109, df = 1, p = 0,748). Man kann einen Trend erkennen, dass sich
die unbehandelten Gruppen (Fisher’s LSD p = 0,030) von den mit Kochsalz behandelten
Tieren (F = 3,115, df = 2, p = 0,085) unterschieden, wihrend sich weder die unbehandelten
von den mit Thyroxin behandelten Tieren (Fisher’s LSD p = 0,261) noch beide behandelten
Gruppen (Fisher’s LSD p = 0,381) unterschieden. Eine Betrachtung der einzelnen Zeitpunkte
ergab, dass der Blutdruck der unbehandelten Tiere (Kontrolle: C) ofter, dann aber meist nur
als Trend, iiber dem der behandelten Tiere lag (Behandlung mit Kochsalz: S; Behandlung mit
Thyroxin: T). Der Blutdruck der Thyroxin behandelten Tiere pendelte zwischen den beiden

anderen (Abb. 13A, Tabelle 3).
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Tageszeit

16:00- 18:00- 20:00- 22:00- 24:00- 02:00- 04:00- 06:00- 08:00-
17:30 19:30 21:30 23:30 1:30 03:30 05:30 07:30 09:30

ANOVA

F=8,07 |F=2,01 |F=4,15 |F=3,26 |F=1,87 |F=3,80 |F=3,57 |F=2,41 |F=1,602
P=0,006 |P=0,18 |P=0,043 |P=0,074 |P=0,20 |P=0,053 [P=0,061 |P=0,132 |P=0,245
Df=2 Df=2 Df=2 Df=2 Df=2 Df=2 Df=2 Df=2 Df=2

Fisher’s LSD

CxT:

p<0,05 CxS: CxS: CxS: CxS:

CxS: <065 0,10> 0,10> 0,10>

p<0,01 P 152005 p=0,05 |p=0,05

Tabelle 3: Ergebnisse der statistischen Berechnungen zur Ermittelung der Unterschiede
zwischen den Gruppen hinsichtlich des Blutdrucks. C: Kontrolle, S: Behandlung mit
Kochsalz, T: Behandlung mit Thyroxin.

3.9.2 Herzfrequenz

Die Herzfrequenz édnderte sich iiber Nacht nicht signifikant (allgemeines lineares Modell mit
Messwiederholung, F = 4,545, df = 1, p = 0,054). Analog zum Blutdruck unterschieden sich
die unbehandelten Tiere von denen, die mit Kochsalz behandelt wurden (F = 4,411, df =2, p
= 0,037), (Fisher’s LSD p = 0,014), wihrend sich weder die unbehandelten von den mit
Thyroxin behandelten Tieren (Fisher’s LSD p = 0,635) noch beide behandelten Gruppen
(Fisher’s LSD p = 0,088) voneinander unterschieden. Eine Betrachtung der einzelnen
Zeitpunkte ergab, dass die Herzfrequenz der unbehandelten Tiere anfangs signifikant, dann
lediglich als Trend und in der spiteren Hilfte nicht mehr signifikant iiber der der mit
Kochsalz behandelten Tiere lag. Die Herzfrequenz der mit Thyroxin behandelten Tiere

pendelte zwischen den beiden anderen (Abb.13C, Tab. 4).
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Tageszeit

16:00- 18:00- 20:00- 22:00- 24:00- 02:00- 04:00- 06:00- 08:00-
17:30 19:30 21:30 23:30 1:30 03:30 05:30 07:30 09:30

ANOVA

F=6,72 |F=0,984 |F=6,29 |F=3,35 |F=3,66 |F=2,40 |F=1,89 |F=0,26 |F=2,64
P=0,01 |P=0,400 |P=0,012 |P=0,067 |P=0,055 |P=0,13 |P=0,191 |P=0,771 |P=0,112
Df=2 Df=2 Df=2 Df=2 Df=2 Df=2 Df=2 Df=2 Df=2

Fisher’s LSD

SXT: CxS:

p<0,05 p<0,01 |CxS: CxS:

SxC: SXT: 0,10> 0,10>

p<0,01 p<0,05 |p=0,05 |p=0,05

Tabelle 4: Ergebnisse der statistischen Berechnungen zur Ermittelung der Unterschiede
zwischen den Gruppen hinsichtlich der Herzfrequenz. C: Kontrolle, S: Behandlung mit
Kochsalz, T: Behandlung mit Thyroxin.

3.9.3 Korpertemperatur

Die Korpertemperatur dnderte sich iiber Nacht nicht signifikant (allgemeines lineares Modell
mit Messwiederholung, F = 0,001, df = 1, p = 0,971). Die Gruppen unterschieden sich
voneinander (F = 4,885, df = 2, p = 0,030), wobei sich allerdings lediglich die behandelten
Tiere voneinander unterschieden (Fisher’s LSD p = 0,012), wihrend sich weder die mit
Thyroxin behandelten Tiere (Fisher’s LSD p=0,209), noch die mit Kochsalz behandelten
Tiere (Fisher’s LSD p=0,061), von den unbehandelten Tieren unterschieden. Eine
Betrachtung der einzelnen Zeitpunkte ergab, dass die Korpertemperatur der Thyroxin
behandelten Tiere in der ersten Hilfte signifikant iiber jener der mit Kochsalz behandelten
Tiere lag. In der zweiten Hélfte unterschieden sich die Werte beider Gruppen nicht mehr
voneinander. Die Korpertemperatur der unbehandelten Tiere lag in der ersten Hilfte und am
Ende zwischen den beiden anderen, in der Zwischenzeit stieg sie iiber die der anderen,

allerdings nicht signifikant (Abb. 13B, Tab. 5).
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Tageszeit

16:00-  |18:00- [20:00- [22:00- [24:00- [02:00- |04:00- |06:00- | 08:00-

17:30  |[19:30  [21:30  |23:30 [ 1:30 03:30  |05:30  |07:30  |09:30

ANOVA

F=2,93 |F=2,20 |F=3,94 |F=5,50 |F=5,89 |F=0,52 |F=1,10 |F=1,875 |F=4,89

P=0,092 |P=0,153 |P=0,048 |P=0,020 |P=0,017 |P=0,426 |P=0,365 |P=0,196 |P=0,030

Df=2 |Df=2 |Df=2 |Df=2 |Df=2 |Df=2 |Df=2 |Df=2 |Df=2

Fisher’s LSD

SXT: C:()S:os CxS: CxS:

0,10> SXT: IS)XT’- p<0,05 p<0,05

p>0,05 p<0.05 |>7 Lo |SXT: SXT:
p<Y, p<0,01 p<0,05

Tabelle 5: Ergebnisse der statistischen Berechnungen zur Ermittelung der Unterschiede
zwischen den Gruppen hinsichtlich der Korpertemperatur. C: Kontrolle, S: Behandlung mit
Kochsalz, T: Behandlung mit Thyroxin.

3.9.4 Aktivitdt

Die Aktivitdat dnderte sich iiber Nacht nicht signifikant (allgemeines lineares Modell mit
Messwiederholung, F = 1,045, df = 1, p = 0,325). Die Gruppen unterschieden sich nicht
voneinander (F = 2,299, df = 2, p = 0,140). Eine Betrachtung der einzelnen Zeitabschnitte
ergab, dass die Aktivitit aller Gruppen, wenn auch nicht signifikant, bis zum Ausschalten des
Lichts zunahm, iiber Nacht schwankte und bis zum Anschalten des Lichts absank. Eigenen
Beobachtungen zufolge schien es, als seien die mit Thyroxin behandelten Tiere aktiver als die
mit Kochsalz behandelten Tiere. Die unbehandelten Tiere lagen dazwischen, doch waren die

Unterschiede nicht signifikant (Abb. 13D, Tab. 6).
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Tageszeit
16:00- 18:00- 20:00- 22:00- 24:00- 02:00- 04:00- 06:00- 08:00-
17:30 19:30 21:30 23:30 1:30 03:30 05:30 07:30 09:30
ANOVA
F=1,20 |F=1,16 |F=1,56 |F=348 |F=1,00 |F=2,31 |F=0,71 |F=2,79 |F=2,43
P=0,332 |P=0,342 |P=0,244 |P=0,059 |P=0,392 |P=0,136 |P=0,508 |P=0,096 |P=0,124
Df=2 Df=2 Df=2 Df=2 Df=2 Df=2 Df=2 Df=2 Df=2
Fisher’s LSD

SXT: SXT:

0,10> 0,10>

p=0,05 p=0,05

Tabelle 6: Ergebnisse der statistischen Berechnungen zur Ermittelung der Unterschiede
zwischen den Gruppen hinsichtlich der Aktivitdt. C: Kontrolle, S: Behandlung mit Kochsalz,
T: Behandlung mit Thyroxin.
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3.10. Messungen in der Startleapparatur

3.10.1 Blutdruck

Die statistische Analyse mittels eines allgemeinen linearen Modells mit Messwiederholungen
ergab, dass der Blutdruck der Tiere nach ihrer Umsetzung in die Startleapparatur signifikant
anstieg (F = 77,339, df = 1, p < 0,000). Zwischen den Gruppen gab es keine signifikanten
Unterschiede (F = 2,841, df = 2, p = 0,111). Wihrend des Versuchs veridnderte sich der
Blutdruck signifikant (zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung, F = 16,25, df =7,

p <0,0001, Tab. 7). Die Gruppen unterschieden sich voneinander (F = 7,26, df =2, p < 0,01).
Die unbehandelten Tiere hatten einen deutlich hoheren Blutdruck als die behandelten Tiere,
die sich nicht voneinander unterschieden (Tab. 8). Der Blutdruck nahm erst ab und verinderte
sich bis zu den FuBlschocks nicht mehr signifikant. Unmittelbar nach den Schocks stieg er an

und fiel im weiteren Verlauf ab. Dies galt fiir alle Gruppen. (Abb. 14A).

Gruppe Zeitfenster (min) |Fisher’s LSD,
Mittlere Differenz
Signifikanz

Ohne 0-5x5-10 1.94519%

Behandlung (C) |0-5x%10-15 4.09921**

10-15x15-20 2.25916%
20-25x25-30 3-32479:
25-30%30-35 2.74276

25.30x35.40 | 0-01514%
Kochsalz 0-5x5-10 2.36079*
Behandlung (S) |5-10x20-25 2.44605%*
20-25%25-30 -3.5443%*
25-30x35-40 2.58847*
Thyroxin 0-5x15-20 2.90536%**
Behandlung (T) |5-10x15-20 2.69943%*
20-25%25-30 -3.07608*

Tabelle 7: Signifikante Blutdruckverdnderung der Gruppen Signifikanzniveau **: p<0.01, *:
p<0.05, “): 0,10>p=0,05.
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Zeitfenster (min)

0-5 5-10 10-15 15-20 20-25 25-30 30-35 35-40

Fisher’s LSD, Mittlere Differenz, Signifikanz

CxT

5.082** | CxT CxT CxT CxT CxT CxT CxT

CxS 4.868*%* | 3763%*% [3.224%* |4.091%*% |4.048** |2.852*%* |2.614*

5.756%* | CxS CxS CxS CxS CxS CxS CxS
6.357** | 5.555%* |2.862%*% |5573%* |57353%F |4300%* |5214%*

Tabelle 8: Gruppenunterschiede innerhalb der Zeitfenster des Versuchs. C: Kontrolle, S:
Behandlung mit Kochsalz, T: Behandlung mit Thyroxin. Signifikanzniveau **:p<0.01, *:
p<0.05.

3.10.2 Herzfrequenz

Die Herzfrequenz der Tiere stieg nach ihrer Umsetzung in die Startleapparatur signifikant an
(F = 98,769, df = 1, p < 0,000). Zwischen den Gruppen gab es keine signifikanten
Unterschiede (F = 3,846, df = 2, p = 0,068). Wihrend des Versuchs verdnderte sich die
Herzfrequenz signifikant (zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung, F = 19,72, df =7,
p < 0,0001). Die Gruppen unterschieden sich nicht voneinander (F = 1,61, df =2, p = 0,24).
Die Herzfrequenz der unbehandelten und der mit Kochsalz behandelten Tiere nahm bis zu den
Schocks ab, wihrend die der mit Thyroxin behandelten Tiere sich nicht verdnderte. Direkt
nach den FuBschocks stieg die Herzfrequenz deutlich an und nahm bei allen Gruppen bis zum

Ende des Versuchs ab. (Abb. 14 B, Tab 9).



Gruppe Zeitfenster (min) | Fisher’s LSD,
Mittlere Differenz
Signifikanz
Ohne 0-5x10-15 4.08095%*
Behandlung (C) |[5-10x10-15 2.22764%
10-15x15-20 2.84735%*
20-25x25-30 -5.18158**
25-30x30-35  |4-52416%*
25-30x35-40 | >-34461%F
Kochsalz 0-5x10-15 4.22644**
Behandlung (S) |[5-10x10-15 2.4969%*
15-20%20-25 2.03173%
20-25x25-30 -4.68695+*
25-30x30-35 | 3-03479**
25-30x35-40 | 443622%
Thyroxin 20-25%25-30 -2.44827*
Behandlung (T) |25-30x30-35 2.28064*
25-30%35-40 2.66162+*

67

Tabelle 9: Signifikante Herzfrequenzverdnderungen der Gruppen Signifikanzniveau **:

p<0.01, *:p<0.05.

3.10.3 Korpertemperatur

Die Korpertemperatur der Tiere stieg nach ihrer Umsetzung in die Startleapparatur signifikant

an (F = 13,514, df = 1, p = 0,006). Zwischen den Gruppen gab es keine signifikanten

Unterschiede (F = 1,108, df = 2, p = 0,376). Wihrend des Versuchs verdnderte sich die

Korpertemperatur signifikant (zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung, F = 28,34, df

=7, p < 0,0001). Die Gruppen unterschieden sich nicht voneinander (F = 0,90, df =2, p =

0,43). Nach den FuBschocks stieg die Korpertemperatur bei allen drei Gruppen an. Die

Korpertemperatur stieg bis zum Einsetzen der Fulschocks langsam und nach den FuB3schocks

schneller an (Abb. 14 C, Tabelle 10).



Gruppe Zeitfenster (min) | Fisher’s LSD,
Mittlere Differenz
Signifikanz
Ohne 0-5%5-10 -2.778785%*
Behandlung (C) |20-25%30-35 -3.86812%*
20-25%35-40 -4.85271+*
Kochsalz 20-25%30-35 -2.9173%*
Behandlung (S) |20-25%35-40 -3.776732%*
25-30x30-35 -2.23908*
25-30x35-40 | -3.0891%*
Thyroxin 0-5x10-15 -2.23236*
Behandlung (T) |5-10x15-20 -2.20011%*
5-10x20-25 -2.10536*
20-25x30-35 -3.83471%
20-25x35-40  |*4-35296"%
25:30x30-35 | 208
25-30%x35-40 )
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Tabelle 10: Signifikante Korpertemperaturverinderungen der Gruppen. Signifikanzniveau **:

p<0.01, *:p<0.05.

3.10.4 Schreckreaktion

Bis zu dem Moment, in dem der FuBlschock einsetzte, gab es bei keiner Gruppe signifikante

Verdnderungen der Schreckreaktion. Danach war die Schreckreaktion signifikant erhoht

(Abb. 14, Tab. 11).

Gruppe Zeitfenster (min) |Fisher’s LSD,
Mittlere Differenz
Signifikanz

Ohne 20-25%35-40 -3.26302%*

Behandlung (C)

Kochsalz 20-25%25-30 -2.29664*

Behandlung (S) |20-25x30-35 -3.01499%**

Thyroxin 20-25%25-30 -2.4875%

Behandlung (T) |20-25%30-35 -2.82954%*%*

20-25%35-40 -3.35821+*

Tabelle 11: Signifikante Schreckreaktionsverdnderungen der Gruppen Signifikanzniveau **:

p<0.01, *: p<0.05.
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Abb. 14: Verlauf des Blutdrucks, der Herzfrequenz, der Korpertemperatur und der

Schreckreaktion in der Startleapparatur. Die Klammern und die Sterne iiber den Grafiken
zeigen Signifikanzen im Verlauf an. Die Symbole unmittelbar iiber den Messpunkten zeigen
Unterschiede zwischen den Gruppen und den Grad dieser Signifikanz. C: Kontrolle, S:
Behandlung mit Kochsalz, T: Behandlung mit Thyroxin.
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3.11 Vergleich der verschiedenen Messbedingungen.

Man kann die Bedingungen, unter denen die vegetativen Parameter gemessen wurden, in
normale aktive (iiber Nacht, Abb. 13), eine normale inaktive (vor dem offenen Feld, Abb. 12
A, D, G), zwei unbekannte (offenes Feld und Startle Apparatur, Abb. 12 B, E, H, Abb. 14)
und eine normale Situation, allerdings unmittelbar nach einer unbekannten Situation (nach
dem offenen Feld, Abb. 12 C, F, I) unterteilen.

Wiihrend der normalen aktiven Bedingungen lagen der Blutdruck, die Herzfrequenz und die
Korpertemperatur der Gruppen in einem relativ weiten Bereich und die Werte der mit
physiologischer Kochsalzlosung behandelten Tiere stellten die unterste Grenze dar. Im
Vergleich dazu néherten sich die Werte unter inaktiven Bedingungen auf dem Niveau der
Kochsalz behandelten Tiere einander an. Beide unbekannten Situationen verursachten einen
Anstieg der Parameterwerte, wobei sich die Korpertemperatur und der Blutdruck zwischen
den beiden unbekannten Situationen unterschieden, es aber keine Unterschiede beziiglich der
Herzfrequenz und zwischen den Gruppen gab (Herzfrequenz: Zeit F = 0,447, df = 1, p =
0,523; Gruppe F = 2,238, df = 2, p = 0,169. Korpertemperatur: Zeit F = 7,686, df = 1, p =
0,024; Gruppe F = 1,705, df = 2, p = 0,242. Blutdruck: Zeit F = 11,310, df = 1, p = 0,008;
Gruppe F = 3,374, df =2, p = 0,081). Des Weiteren fiihrten die unbekannten Situationen zu
einem divergieren der Werte der Gruppen. Dieser Effekt blieb wihrend der normalen
Situation, unmittelbar nach der unbekannten Situation bestehen. Der Vergleich der Blutdruck-
und Herzfrequenzwerte in der unbekannten Umgebung gegen Ende des Versuchs und im
Kifig nach Ende des Versuchs zeigte keine Unterschiede zwischen den Messungen und
zwischen den Gruppen (Herzfrequenz: Zeit F = 0,005, df = 1, p = 0,948; Gruppe F = 0,082, df
=2, p = 0,922. Blutdruck: Zeit F = 0,011, df = 1, p = 0,747; Gruppe F = 0,965, df =2, p =
0,441). Allerdings gab es Unterschiede in der Korpertemperatur zwischen den Messungen,

aber nicht zwischen den Gruppen (Korpertemperatur: Zeit F = 20,348, df = 1, p = 0,001;
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Gruppe F = 1,672, df = 2, p = 0,232). Die Korpertemperatur im Kéfig nach dem Ende des
Versuchs war hoher.

Der Vergleich zwischen den Blutdruck-, Herzfrequenz- und Korpertemperaturwerten gegen
Ende der Messungen im Kifig, nach den Tests in einer neuen Umgebung und unmittelbar
nach dem Einsetzen der Dunkelheit, also unter normalen aktiven Bedingungen zeigte, dass es
keine Unterschiede oder nur einen Trend zu Unterschieden zwischen den Messungen und
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen gab (Blutdruck: Zeit F = 2,462, df =
1, p=0,143; Gruppe F = 1,604, df = 2, p = 0,283. Herzfrequenz: Zeit F = 3,445, df =1, p =
0,088; Gruppe F = 1,218, df = 2, p = 0,330. Korpertemperatur: Zeit F = 1,029, df = 1, p =
0,330; Gruppe F = 3,414, df = 2, p = 0,067). Allerdings zeigt der Vergleich zwischen den
Blutdruck-, Herzfrequenz- und Korpertemperaturwerten zu Beginn der Messungen im Kifig,
nach den Tests in einer neuen Umgebung und unmittelbar nach dem Einsetzen der
Dunkelheit, dass es sowohl den Trend zu Unterschieden als auch Unterschiede zwischen den
Messungen aber nicht zwischen den Gruppen gab (Blutdruck: Zeit F = 4,832, df = 1, p =
0,048; Gruppe F = 2,019, df = 2, p = 0,175. Herzfrequenz: Zeit F = 4,525, df = 1, p = 0,055;
Gruppe F = 1,624, df = 2, p = 0,237. Korpertemperatur: Zeit F = 9,701, df = 1, p = 0,009;
Gruppe F = 1,936, df = 2, p = 0,187). Die Tiere waren zu einem Zeitpunkt, an dem sie
eigentlich hitten ruhiger sein sollen, erregter als wihrend ihrer aktiven Phase. Dies zeigten die
Vergleiche zwischen den Herzfrequenz- und Korpertemperaturwerten im Kifig, vor dem
Umsetzen in eine unbekannte Umgebung und unmittelbar nach dem Einsetzen der
Dunkelheit, denn es gab signifikante Unterschiede zwischen den Messungen, aber nicht
zwischen den Gruppen (Herzfrequenz: Zeit F = 18,949, df = 1, p = 0,001; Gruppe F = 0,421,
df =2, p =0,667. Korpertemperatur: Zeit F = 18,141, df = 1, p = 0,001; Gruppe F = 1,319, df
=2, p = 0,307). Die Herzfrequenz und die Kdorpertemperatur waren unmittelbar nach dem

Einsetzen der Dunkelheit erhoht. Es gab keine Unterschiede zwischen den Messungen der
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Blutdruckwerte und zwischen den Gruppen (Blutdruck: Zeit F=2,040, df =1, p=0,181; Gruppe

F=1,349, df =2, p=0,299).
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung

Die retrograden Tracingexperimente zeigen je nach Injektionsstelle in der Amygdala ein
unterschiedliches Muster an fluorogoldmarkierten Zellen im posterioren Thalamus. Das heift,
einzelne Kerne innerhalb des posterioren intralaminaren Komplexes projizieren
unterschiedlich zu den Kernen der Amygdala, zu deren Teilbereichen und zu den Subnuklei
der erweiterten Amygdala. Dariiber hinaus gibt es deutliche topographische Unterschiede im
Verteilungsmuster der CGRP exprimierenden thalamischen Projektionsneurone, die zur
Amygdala und erweiterten Amygdala projizieren. Dabei hebt sich die AStr als ein besonderes
Gebiet hervor, das nicht nur eine ausgeprigte Projektion aus dem posterioren Thalamus
erhilt, sondern auch mit Abstand den stirksten Eingang aus den CGRP-ir
Projektionsneuronen im posterioren Thalamus erhilt.

Beziiglich der Telemetrieexperimente kann festgestellt werden, dass wihrend der Tests in der
neuen unbekannten Umgebung und der Startleapparatur ein kontinuierliches Ansteigen der
Korpertemperatur bei allen drei Gruppen zu beobachteten war. Den hochsten Wert erreichte
sie nach den FuBlschocks. Blutdruck und Herzfrequenz zeigten einen rapiden Anstieg nach
dem Einsetzen in die unbekannte Umgebung und die Startleapparatur, gefolgt von einem
kontinuierlichen Sinken. Der Anstieg der ASR Amplitude war verzdgert. Unter normalen
aktiven Bedingungen zeigten die Thyroxin behandelten Tiere zu Anfang der Messung eine
hohere Korpertemperatur als die unbehandelten und mit Kochsalz behandelten Tiere. In der
unbekannten Umgebung wiesen die behandelten Tiere den Trend zu einer hoheren
Korpertemperatur, aber geringerem Blutdruck als die unbehandelten Tiere auf.

Wihrend der Tests in der Startleapparatur unterschied sich die Korpertemperatur nicht

zwischen den drei Gruppen, allerdings lag der Blutdruck der unbehandelten Tiere deutlich
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tiber dem der behandelten Tiere. Der Verlauf von Blutdruck und Herzfrequenz war stets

gleich.

4.2 Technische Erwigungen

4.2.1 Retrogrades Tracing

Fir die retrograde Darstellung von Neuronenpopulationen steht eine Reihe von
Markierungssubstanzen zur Verfiigung. Fluorogold ist eine verldssliche und ausschlieBlich
retrograd transportierte Tracersubstanz (Schmued und Fallon, 1986). Die iontophoretische
Applikation von Fluorogold fiihrt zu kleinen Injektionsstellen, abhéingig von der Stromstirke
und dem Durchmesser der Injektionskaniile (Pieribone und Aston-Jones, 1988; Schmued und
Heimer, 1990). Zudem bleibt der Tracer nach der Aufnahme in die Zelle stabil und ist selbst
noch nach einem Jahr nachweisbar (Divac und Mogensen, 1990).

Fir diese Studie wurden Kaniilen mit Spitzendurchmessern von 25-42,5 pm und soweit
moglich SpA Stromstédrke verwendet. Dieses Vorgehen fiihrt zu kleinen nekrotischen Stellen
und vergleichsweise kleinen Arealen, welche die tatsdchliche Aufnahmezone darstellt
(Schmued und Fallon, 1986).

Die verwendete lontophoresetechnik liess unsere Injektionen relativ klein bleiben und
ermoglichte es uns, geringe Mengen Tracer zu applizieren. Dieses ist notig, um die Injektion
moglichst innerhalb auch kleiner Kerngebiete zu platzieren, ohne die Nachbarareale zu
kontaminieren und damit die Selektivitit der Injektion aufzuheben. Um eine derartige
Prézision der Injektionsstelle zu erreichen, wurde in Kauf genommen, dass gelegentlich nur
wenige Neurone markiert wurden, was auch ein Grund fiir weniger doppelt markierten Zellen
sein kann. Gegen diese Annahme spricht jedoch, dass trotz der relativ einheitlichen Gré8e der
Injektionsstellen, die Anzahl der retrograd markierten Neurone zwischen sehr wenigen bis hin
zu iiber 1000 Zellen schwankte, und dass in den meisten Fillen deutliche topographische

Unterschiede in der Position markierter Neurone vorlagen. Eine weitere Quelle der
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Variabilitit in der Darstellung der markierten Neurone war die Verstopfung der
Mikropipetten, die die Innenbeschichtung verhindern sollte. Dies wurde durch eine Reduktion
der Stromstérke teilweise kompensiert (siche Tabelle 1). Auch in diesen Fillen gelang es,
zahlreiche Neurone im posterioren Thalamus retrograd zu markieren (z.B. HAN44). Dariiber
hinaus gab es keine absolute Sicherheit, ob der komplette Kern befiillt und somit die gesamte
Population der Projektionsneurone markiert wurde. Deshalb ist die absolute Anzahl der
markierten Zellen, auch bel Injektionen in relativ kleine Areale wie die AStr, moglicherweise
hoher als in dieser Arbeit gezeigt wurde. Momentan ist es nicht moglich, einen Kern vollends

mit Tracer zu befiillen ohne dessen Grenzen zu iiberschreiten.

4.2.2 Messung vegetativer Parameter

Die Verwendung der Telemetriesonden hatte den Vorteil, dass die Tiere in ihrer
Beweglichkeit nicht behindert wurden, da die Implantate keine Durchtrittsstellen durch die
Haut fiir Anschliisse an Messgerite hatten, sondern die Daten mittels Funk iibermittelt
wurden. Dadurch gab es zudem auch keine permanent offenen Wunden. Es konnten mehrere
vegetative Parameter gleichzeitig erfasst werden. Die OP stellte eine extreme Belastung fiir
die Tiere dar. Durch die OP hatten die Tiere bereits Erfahrungen mit extremen unbekannten
Situationen und es ist denkbar, dass diese Erfahrungen sich auf das Verhalten in den
Testsituationen auswirkten. Deshalb war es ratsam, unbehandelten Tieren ebenfalls
Telemetriesonden zu implantieren, mit ihnen die Tests durchzufiihren und deren Ergebnisse
mit zu vergleichen. Die Implantation des Blutdruckmesskatheters in die Aorta war der
risikoreichste Schritt bei der OP, funktionierte sie nicht auf Anhieb, war die
Uberlebenschance gering. Einige Tiere starben bei der OP, die meisten davon an Blutungen
aus der Aorta. Nach der OP sind die Tiere einzeln gehalten worden, dies kann auch

Auswirkungen auf das Verhalten der sonst in Sozialverbidnden lebenden Tiere gehabt haben.
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4.3 Topographie der thalamo-amygdaliiren Projektionen

Der posteriore intralaminare Komplex besteht aus dem Nucleus suprageniculatus (SG),
Nucleus intralaminaris posterioris thalami (PIN) und dem Nucleus peripeduncularis (PP). Er
empfingt konvergente Projektionen vom externen Kortex des Colliculus inferior, der tiefen
Schicht des Colliculus superior und aus dem Riickenmark (LeDoux et al., 1987; Linke, 1999;
Yasui et al.,, 1990). Deshalb ist es ein Areal der akustischen und somatosensorischen
Integration (Bordi und LeDoux, 1994a; Bordi und LeDoux, 1994b; Hicks et al., 1984;
Wepsic, 1966) und hat moglicherweise Einfluss auf die beobachtete neuronale Plastizitit in
dieser Region zur Assoziation beider Einginge. Allerdings empfingt jeder einzelne Kern
innerhalb dieses Komplexes ein einzigartiges Muster von Projektionen. Es scheint, als sei
jeder der thalamischen Kerne dieses Komplexes hauptsédchlich, aber nicht ausschlieBlich, mit
einer einzelnen sensorischen Modalitdt befasst. Somit ist dieses Areal der Ausgangsort fiir
parallele, multimodale und unimodale sensorische Informationen zur Amygdala (Linke,
1999). Die vorliegende Arbeit bestitigt Befunde, dass sich die einzigartigen Pfade und

Projektionsmuster bis in die Amygdala fortsetzen.
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4.4 CGRP in Projektionen vom Thalamus

Die hier dargestellte Topographie der thalamo-amygdaloiden durch FG markierten Pfade
stimmt im Allgemeinen mit fritheren Publikationen iiberein (Dobolyi et al., 2005; Inagaki et
al.,, 1990; Kubota et al., 1991; Linke et al., 2000; Yasui et al., 1991b), obwohl auch
erwihnenswerte Unterschiede im Hinblick auf Details der Projektionen bestehen. Yasui et al.
(1991) markierten durch intra-amygdaldre Fluorogoldinjektionen Neurone der kaudalen
intralaminaren thalamischen Kerne. Die Muster der markierten Projektionsneurone
unterschieden sich nicht sehr voneinander. In der vorliegenden Arbeit unterscheiden sich die
Projektionsmuster der fluorogoldmarkierten Projektionsneurone jedoch deutlich voneinander
in Abhingigkeit von den getroffenen Amygdalakernen. Die in dieser Arbeit vorgestellten
Fluorogoldinjektionen in die AStr, La und CeM markierten Neurone im gesamten posterioren
intralaminaren thalamischen Komplex, wobei die meisten Neurone durch Injektionen in die
AStr markiert wurden. Tracerinjektionen in den IPAC und das ventro-kaudale CPu markierten
Neurone in den rostralen zwei Dritteln des posterioren intralaminaren thalamischen
Komplexes, dabei war ihr Auftreten im kaudalen Bereich des mittleren Drittels, auf das
mediale Gebiet des intralaminaren posterioren thalamischen Komplexes beschrinkt.
Injektionen in den LGP, CeC, CeL und ventro-rostrale CPu markierten nur wenige Zellen. Im
Gegensatz zu dieser Untersuchung fanden Yasui et al. (1991) zahlreiche markierte Neurone
nach Injektionen in die CPu. Dieser Unterschied beruht eventuell auf unterschiedlichen
Injektionsstellen. Yasui und seine Mitarbeiter injizierten in den kaudo-lateralen Bereich der
CPu, wihrend fiir diese Studie in den rostro-medialen Teil injiziert wurde. Von den drei
durchgefiihrten Injektionen in die CPu zeigten sich retrograd markierte Neurone nur bei der
Injektion, die der AStr am néchsten lag. Das durch die markierten Neurone im posterioren
Thalamus gebildete Muster schien mit den Beobachtungen Yasui’s und seiner Ko- Autoren

tiberein zu stimmen (1991). Bei ihrer Untersuchung der thalamischen CGRP-ir Projektionen
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zur Amygdala und dem CPu mittels Fluorogoldinjektionen fanden Yasui et al. (1991)
tiberlappende Areale markierter Neurone im Thalamus. Threr Meinung nach konnten diese
Gemeinsamkeiten eventuell durch Fluorogold, welches die Grenze zwischen beiden Kernen
tiberschritten hatte, verursacht worden sein. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen diese
Vermutung.

In der vorliegenden Untersuchung konnte eine hohe Dichte von CGRP-ir Fasern und
Terminalien im IPAC, AStr, CeC, CeL und dem CPu beobachtet werden. Eine geringere
Dichte an CGRP-ir Fasern und Terminals fanden sich im MEA, LA und CeM. Dies stimmt
mit den Beobachtungen fritherer Untersuchungen iiberein (Dobolyi et al., 2005; Haring et al.,
1991; Harrigan et al., 1994; Honkaniemi et al., 1990; Kawai et al., 1985; Kruger et al., 1988;
Schwaber et al., 1988; Shimada et al., 1989; Yasui et al., 1991b). Es wurden keine CGRP-
positiven Neurone in der Amygdala gefunden. Quellen der CGRP-ir Fasern und Terminalien
in den zuvor erwidhnten Kernen waren CGRP-ir Zellen des posterioren thalamischen
Komplexes und der Nuclei parabrachiales. Dies wurde auch von Inagaki et al. (1990), Kubota

etal. (1991), Yasui et al. (1991) und Dobolyi et al. (2005) gezeigt.
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4.5 Funktion thalamischer CGRP-Projektionen

Bei Furchtkonditionierungsversuchen fiihrten intra-amygdaldre CGRP-Injektionen auch ohne
einen aversiven Stimulus zu furchtassoziiertem Verhalten. Sowohl CGRP als auch dessen
Rezeptorantagonist hCGRP (8-37) verminderten das durch den konditionierten Kontext
hervorgerufene Erstarren (Freezing). Vor den Tests durchgefiihrte hCGRP(8-37)-Injektionen
schwichten die durch den konditionierten Ton hervorgerufen Starre ab. Das weist auf eine
Beteiligung des CGRP bei der Verkniipfung von Tonen mit Schmerz hin (Kocorowski and
Helmstetter, 2001). Die Injektionen jener Studie befanden sich nahe der Grenze zur AStr.
Eventuell wurde der Effekt, welcher dem CGRP im lateralen Kern der Amygdala
zugeschrieben wurde, durch CGRP in den dichten Fasern und Terminalien der AStr
hervorgerufen. Es gibt viele nozizeptive Neurone in der AStr (Bernard et al., 1992) und die
AStr projiziert, wie auch der CeA, hauptsichlich zur Substantia innominata (Bourgeais et al.,
2001). Eventuell spielt die Projektion des PoT zur AStr eine wichtige Rolle bei der aversiven
emotionalen und autonomen Komponente von Schmerz (Gauriau und Bernard, 2004). Die
vorliegende Arbeit zeigt, dass 50 % der CGRP-ir Neurone des PIN zur AStr projizieren. Dies
weist darauf hin, dass diese Region ein Hauptzielgebiet fiir Neurone des posterioren Thalamus
ist.

Nguyen et al. (1986) zeigten, dass CGRP-Mikroinjektionen in den zentralen Kern der
Amygdala die Herzfrequenz und den Blutdruck bei anisthesierten Ratten steigerten. Xu et al.
(2003) beobachteten, dass CGRP-Injektionen in den zentralen Kern der Amygdala das
Zuriickziehen der Hinterpfoten nach einem nozizeptiven Stimulus verzogerte. Diese
Verzogerung verschwand nach einer Injektion von hCGRP (8-37), was den antinozizeptiven
Effekt des CGRP unterstrich. CGRP innerhalb der Amygdala wirkt sowohl anxiogen als auch
antinozizeptiv. Dies ist eine sinnvolle Kombination, da es iiberlebenswichtig ist, in einer

lebensbedrohlichen Situation reagieren zu konnen, ohne durch Schmerzen behindert zu
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werden. Eine solche Kombination ist innerhalb der Hypothalamo-hypophysiren-
adrenokortikalen Stressachse bekannt, bei der die Stimulation der Nebennierenrinde durch das
adrenocorticotrope Hormon (ACTH) mit der Freisetzung endogener Opiate einhergeht
(Herman et al., 2003).

Doch wie spezifisch ist die Information iiber den nozizeptiven Stimulus, der die Amygdala
erreicht? Der nozizeptive Pfad vom Riickenmark iiber PoT zum S2/insuldren Kortex, den
Gauriau und Bernard (2004) erwihnen, beinhaltet auch Projektionen vom PoT zur AStr.
Diese Pfade beinhalten Informationen, die von nicht spezifischen nozizeptiven und taktilen
Neuronen weitergeleitet werden. Moglicherweise iibermittelt einer der anderen Kerne des
posterioren intralaminaren Komplexes des Thalamus nozizeptive spezifische Signale. Fiir die
posterioren intralaminaren Kerne gibt es verschiedene Gliederungsvorschlige. Wihrend
Paxinos und Watson (1997) sie in einen posterioren trianguldren thalamischen Kern (PoT)
und einen posterioren intralaminaren Kern (PIL) aufteilen, gibt es dort fiir Swanson nur den
posterioren intralaminaren Kern (PIN). Letzteres wird durch diese und andere Arbeiten, die
zeigen, dass PoT und PIL zu denselben Zielen projizieren, gestiitzt (LeDoux et al., 1985;
LeDoux et al., 1990b; Linke, 1999). Ist ein nozizeptives, spezifisches Signal wichtig fiir
konditioniertes, aversives Verhalten, verursacht durch einen konditionierten Stimulus? Die am
hiufigsten verwendeten unkonditionierten Stimuli bei Konditionierungsexperimenten sind
FuB3schocks. Das durch einen FuBschock hervorgerufene Empfinden wird anders als die
Empfindungen von Kniffen oder der Temperatur weitergeleitet. Gauriau und Bernard (2004)
untersuchten die Reaktion von nozizeptiven spezifischen, nicht nozizeptiven unspezifischen
und taktilen Neuronen auf transkutane elektrische Stimulation. Sie beobachteten, dass alle
drei Typen reagierten und einige nozizeptive, nicht spezifische und taktile Neurone zur AStr
und zum insuldren Kortex projizieren, aber nicht zum lateralen oder zentralen Kern der
Amygdala. Es ist unbekannt, ob diese Neurone CGRP enthalten. Es gibt nozizeptive Neurone

im zentralen Kern der Amygdala und in der AStr (Bernard et al., 1992). Beide Kerne werden
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zudem von separaten Neuronenpopulationen, die sich in den Nuclei parabrachiales befinden,
innerviert. Deshalb werden sie als Teil des Lamina 1-parabrachialen-amygdaloiden
nozizeptiven Pfades angesehen (Bernard et al., 1993; Bernard und Besson, 1990; Sarhan et
al., 2005). CGRP-immunreaktive Terminalien im CeA stehen in Verbindung mit Enkephalin-,
CRF-, und Neurotensin enthaltenden Dendriten und Somata (Harrigan et al., 1994;
Honkaniemi et al., 1990; Ju, 1991; Kozicz und Arimura, 2001; Shimada et al., 1992). Diese
Neurone projizieren zum PAG (Gray und Magnuson, 1992). Sie aktivieren eventuell die
absteigenden inhibitorischen Pfade zum dorsalen Horn und konnten vergleichbar mit dem
Neurotensin freisetzenden Analgesiesystem im ventralen periaquidduktalen Grau (PAG) sein,
das durch Stimulation des basolateralen Nukleus der Amygdala aktiviert wird (Tershner und
Helmstetter, 2000). Die Entdeckung, dass Uberexpression von Preproenkephalin im CeA
Antinozizeption induziert, weist in diese Richtung (Kang et al., 1998).

Die zuvor erwihnten aufsteigenden Pfade, der spinale-PoT-S2/insuldrer Kortex/AStr
nozizeptive Pfad und der Lamina 1-parabrachiale-amygdaloide nozizeptive Pfad, haben
miteinander gemein, dass beide nozizeptive Inputs weiterleiten. Sie unterscheiden sich
hauptsédchlich durch die weiteren Modalitéten, die sie weiterleiten. Der spinale/dorsale Siule-
PoT- S2/insuldrer Kortex/AStr Pfad leitet zusatzlich iiberwiegend durch akustische
Stimulation hervorgerufene Signale. Daher wird vermutet, dass er an der Akquisition,
Wiedererkennung und der Bedeutung geféahrlicher und schédlicher Stimuli, kombiniert mit
Geriuschen, beteiligt ist.

Der spino-parabrachio-amygdaloide Pfad kann in einen spinalen- PPB-CeL/dorsale BSTL und
einen spinalen- PPB-CeC Pfad unterteilt werden (Alden et al., 1994; Bernard et al., 1992;
Bernard et al., 1993; Bernard et al., 1996; Bernard und Besson, 1990; Gauriau und Bernard,
2002). Der erste Pfad scheint mit autonomen Gegebenheiten befasst zu sein und der zweite
Pfad mit Nozizeption. Fasern des PPB-CeC-Pfades projizieren zusitzlich zur AStr. Es wird

angenommen, dass diese Pfade dazu beitragen, autonome Prozesse zu modulieren, um sie an
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bedrohliche Stimuli anzupassen (Bernard et al.,, 1993; Sarhan et al., 2005).
Nichtsdestoweniger zeigen die hier vorliegenden Ergebnisse, dass die AStr ein Areal ist,
welches viele Projektionen aus dem posterioren Thalamus erhilt und dass der posteriore
Thalamus eine Hauptquelle des CGRP in dieser Region ist, wohingegen die beiden direkt
benachbarten Kerne CeC und der CeL kein CGRP aus dem posterioren Thalamus erhalten.
Sollte CGRP aus dem posterioren thalamischen Komplex eine Rolle bei der Akquisition und
Expression von angstassoziiertem Verhalten spielen, dann wird es jenes aus den Fasern und
Axonterminalien innerhalb der AStr sein. AStr und CeA haben &dhnliche Afferenzen und
Efferenzen. Der CeA ist aufgrund seiner Projektionen in die Regelkreise der vegetativen
Parameter eingeschaltet und somit in der Lage, diese zu beeinflussen. Die Betrachtung dieser

Regelkreise konnte weitere Informationen tiber die Funktion der AStr und des CGRP liefern.
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4.6 Projektionen des CeA und seine Rolle bei vegetativen Funktionen

4.6.1 Projektionen vom CeA zum Nucleus tractus solitarius (NTS)

Retrograde und anterograde Tracerstudien zeigen, dass der CeA zum NTS projiziert
(Danielsen et al., 1989; Hopkins und Holstege, 1978; Krettek und Price, 1978; Schwaber et
al., 1982; van der Kooy et al., 1984; Wallace et al., 1992). Elektrophysiologische Studien
zeigen, dass eine Stimulation des NTS zu einer verminderten Aktivitdt von CeA Neuronen
fiihrt (Rogers und Fryman, 1988). Zudem induziert eine elektrische Stimulation des CeA c-fos

Immunreaktivitidt im NTS (Petrov et al., 1996).

Mikroinjektionen von GABA in den NTS von Ratten und Katzen fithren zu einem Anstieg der
Herzfrequenz und des Blutdrucks (Bousquet et al., 1982; Kubo und Kihara, 1987), eine
Reaktion dhnlich jener, die durch Stimulation des CeA zu beobachten ist. So beeinflusst der
CeA womdoglich direkt den Barorezeptorreflex zur Kontrolle des Blutdrucks auf der Ebene

des NTS (Saha, 2005).

Der NTS, welcher in der dorsalen Medulla liegt, erhilt afferente Fasern aus verschiedenen
visceralen Organen, unter anderem den arteriellen Baro- und Chemorezeptoren in den
Blutgefassen und dem Herzen. Somit ist der NTS eine wichtige Integrationsstelle
verschiedener visceraler Reflexe wie dem Barorezeptorreflex. Der NTS projiziert zu
cholinergen parasympathischen Neuronen, welche im Nucleus dorsalis nervi vagi und dem
Nucleus ambiguus liegen, wie auch zu einer Gruppe inhibitorischer Neurone in der kaudalen
ventrolateralen Medulla (CVLM). Diese wiederum projizieren zu tonisch aktiven
sympathoexzitatorischen Neuronen in der rostralen, ventro-lateralen Medulla (RVLM).
Barosensitive Neurone des RVLM projizieren zu sympathischen priganglioniren Neuronen
im Nucleus intermediolateralis der Columnae griseae (IML), die an der vegetativen Kontrolle

des Herzens, der Nieren und der meisten Gefdlle, mit Ausnahme der die Haut versorgenden
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Gefile, beteiligt sind (Chalmers et al., 1994; Dampney, 1994). Eine Erhchung des arteriellen
Blutdrucks in der Peripherie wird von Barorezeptoren in den Karotiden und dem Aortenbogen
detektiert. Diese aktivieren Neurone des NTS iiber Aste des N. vagus und des N.
glossopharyngeus. Die Aktivierung der NTS Neurone stimuliert inhibitorische Neurone des
CVLM, welche die Aktivitit der RVLM Neurone abschwichen, dies fiihrt zu einer Reduktion
der sympathischen Aktivitit und einem Abfall des Blutdrucks (Chalmers et al., 1994;

Dampney, 1994).

Einige Neurone des CeA, die zum NTS projizieren, enthalten Somatostatin, Neurotensin und
den Corticotropin-releasing Faktor (Gray und Magnuson, 1987; Higgins und Schwaber,
1983). Durch immunhistochemische Untersuchungen und mittels in-situ-Hybridisierungen
wurde gezeigt, dass der CeA eine grole Anzahl GABAerger bzw. Glutamatdecarboxylase
mRNA exprimierender Zellen (GABA synthetisierendes Enzym) besitzt (McDonald und
Augustine, 1993; Nitecka und Ben Ari, 1987; Pare und Smith, 1993; Pitkanen und Amaral,
1994). Axonterminalien im NTS, welche durch die Injektion von agglutininkonjugierter
Meerrettichperoxydase in den CeA anterograd markiert wurden, zeigen GABA-
Immunreaktivitit (Jia et al., 1997). Dies ist ein weiterer Beweis, dass Projektionen vom CeA
GABAerge Synapsen mit Neuronen iiberall im rostro-kaudalen Bereich des NTS bilden (Saha
et al.,, 2000), besonders in den kommisuralen, medialen, ventralen und ventrolateralen
Subnuklei. Das sind Areale, von denen bekannt ist, dass sie kardiovaskuldrer Afferenzen aus
dem Karotissinus, den Barorezeptoren der Aorta und Rezeptoren des Herzens erhalten
(Loewy und Spyer, 1990). Ableitungen von NTS Neuronen in Gewebeschnitten von Ratten
zeigen, dass NTS Neurone, die auf eine Stimulation des Tractus solitarius reagieren, durch die
Applikation von GABA inhibiert werden (Feldman und Felder, 1991). Dariiber hinaus fiihrt
die iontophoretische Applikation von GABA in Areale des NTS, die vagale Afferenzen aus
dem Herzen empfangen, ebenfalls zur Inhibition der Neurone des NTS (Bennett et al., 1987).

Diese Inhibition schaltet eventuell die inhibitorischen Inputs vom CVLM zum RVLM aus,
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wodurch RVLM Neurone aktiv werden, was zu einer verstiarkten sympathischen Aktivitit und

somit zu einem Anstieg des Blutdrucks und der Herzfrequenz fiihrt (Saha, 2005).

4.6.2 Projektionen des CeA zur RVLM

Eine weitere Hirnstammprojektion, von der angenommen wird, dass sie wichtig fiir die
Regulation des Blutdrucks sei, ist die direkte Projektion zur RVLM (Takayama et al., 1990;
Thompson und Cassell, 1989; Wallace et al., 1992). Die RVLM Neurone sind die
hauptsidchliche Quelle der absteigenden Bahn zu den symphatischen vasomotorischen
Neuronen im Riickenmark (Dampney, 1994; Dampney und Horiuchi, 2003). Eine kleine
Population von Amygdalaefferenzen scheint Synapsen mit catecholaminergen Neuronen des
RVLM auszubilden (Wallace et al., 1992). Die C1 catecholaminergen Zellen befinden sich in
der blutdruckregulierenden Region des RVLM und viele dieser C1 Zellen projizieren in die
intermediolaterale Zellsdule des Riickenmarks (Ross et al., 1981; Ross et al., 1983).
Elektrische Stimulation des CeA verursacht Aktivitit in Neuronen des RVLM (Gelsema et al.,
1987). Sowohl elektrische als auch chemische Stimulation des CeA fiihren zur Expression des
Proteins c-fos (Petrov et al., 1995; Petrov et al., 1996; Salome et al., 2001). Diese direkten
Projektionen aktivieren eventuell RVLM Neurone, welche die Aktivitit sympathischer
Nerven mittels ihrer Projektionen zu prigangliondren sympathischen Neuronen im
Riickenmark beeinflusst. Ein Neurotransmitter, der in diesen Pfad vom CeA zu RVLM

Neuronen involviert ist, scheint Glutamat zu sein (Miura et al., 1991; Ross et al., 1984).

4.6.3 Projektionen des CeA zum Hypothalamus
Der CeA projiziert zum Nucleus dorsomedialis hypothalami (DMH), dem Nucleus
perifornicalis, der Area hypothalamica lateralis, dem Nucleus supramammillaris und dem

Nucleus paramammillaris. Die Aktivierung der Neurone des DMH durch Mikroinjektion
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exzitatorischer Aminosduren oder des GABA-Rezeptor-Antagonisten Bicucullin verursacht
einerseits einen Anstieg des arteriellen Blutdrucks und der Herzfrequenz (De Novellis et al.,
1995; Soltis und DiMicco, 1991; Soltis und DiMicco, 1992), und andererseits
hidmodynamische, neuroendokrine, gastrointestinale und Verhaltensverdnderungen, die
Reaktionen bei akutem emotionalen Stress dhneln (Greenwood und DiMicco, 1995).
Weiterhin fiihrt eine Inhibition der Neurone im DMH zu einer deutlichen Reduktion des durch

Stress hervorgerufen Blutdruck- und Herzfrequenzanstiegs (Stotz-Potter et al., 1996).

Die absteigenden Projektionen des DMH zum Hirnstamm sind im Vergleich zu den
intrahypothalamischen Projektionen des DMH klein (Thompson et al., 1996). Eines der
Hauptziele dieser Projektionen ist der Nucleus paraventricularis hypothalami (PVN),
insbesondere sein parvozelluldrer Teil (ter Horst und Luiten, 1986; Thompson et al., 1996).
Dieser Teil des PVN ist die groBte Quelle der direkten Projektionen zu den sympathischen
priagangliondren Kernen des Riickenmarks, der RVLM und des NTS (Dampney and Horiuchi,
2003; Swanson und Kuypers, 1980). Dennoch scheint die durch den DMH hervorgerufene
sympathoexzitatorische Antwort von Synapsen im PVN unabhingig zu sein (De Novellis et
al., 1995; Stotz-Potter et al., 1996). Neurone des DMH projizieren zur CVLM (ter Horst und
Luiten, 1986; Thompson et al., 1996). Der DMH projiziert auch noch zur Substantia grisea
centralis (PAG), die in die kardiovasculidre Kontrolle eingebunden ist (ter Horst und Luiten,
1986; Thompson et al., 1996). Alle diese Regionen beinhalten Neuronen, die direkt zum
RVLM projizieren (Dampney, 1994), weshalb sie auch als Relaiskerne im absteigenden
sympathoexzitatorischem Pfad des DMH betrachtet werden konnen. Allerdings scheint der
NTS nicht die hauptsdchliche Komponente des absteigenden Pfades zu sein, der die

kardiovasculdre Antwort auf die Disinhibition des DMH vermittelt (Fontes et al., 2001).
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4.6.4 Projektionen des CeM zur Substantia grisea centralis (PAG)

Der Output des PAG spielt eine zentrale Rolle bei der Generierung des Freezing und des
Fluchtverhaltens (Bandler und Shipley, 1994; Carrive, 1993; Fanselow und Kim, 1994). Die
elektrische Stimulation der Amygdala verursacht Verteidigungsreaktionen, die durch Ldsion
des PAG verhindert werden (Hunsperger, 1956). Bei wachen Tieren verursacht die
Stimulation des PAG viscerale und somatische Veridnderungen, wie das Ansteigen des
arteriellen Blutdrucks und der Herzfrequenz, die Vasodilatation in den Muskeln der
Hinterldaufe, Vasokonstriktion in visceralen Organen wie z.B. der Niere, Hyperkapnie und
Tachypnoe, Exophthalmus, Mydriasis, Zucken der Vibrissen und Retroflexion des
Schwanzes, die charakteristisch fiir Verteidigungsreaktionen sind (Hilton und Redfern, 1986;
Jansen et al., 1995a; McDougall et al., 1985). Das PAG ist gegliedert in vier longitudinal
orientierte funktionelle Sdulen. Chemische Stimulation der lateralen Siule triggert Flucht,
Tachykardie und Hypertension, wihrend Injektionen exzitatorischer Aminosduren in die
ventrolaterale Sdule den gegensitzlichen Effekt verursachen (Carrive und Bandler, 1991a;
Carrive und Bandler, 1991b). Das PAG ist imstande, sympathische Funktionen zu
modulieren. Dies geschieht iiber eine Serie von indirekten Pfaden, die im Hypothalamus, Pons
und der Medulla liegen. Jede dieser sympathischen Primotorregionen projiziert zum IML
(Dampney, 1994). Der hauptsidchliche Pfad des PAG beinhaltet Relaiskerne in der rostralen
ventrolateralen Medulla (RVLM) und der rostralen ventromedialen Medulla (RVMM) (Farkas
et al., 1997). Ebenso wie der CeA innerviert das PAG adrenerge Neurone der C1 Gruppe in
der RVLM, die an der kardiovasculdren Kontrolle (Carrive et al., 1988; Carrive and Bandler,
1991b; Chen und Aston-Jones, 1995; Reis et al., 1989) und der Regulation weiterer
autonomer Funktionen beteiligt sind (Haxhiu et al., 1993; Loewy et al., 1994; Strack et al.,

1989). Die Hauptprojektionsgebiete des PAG innerhalb des RVMM sind die sympathischen
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Pramotorneurone des Nucleus raphe magnus und des Nucleus gigantocellularis reticularis,
pars alpha. Der Nucleus raphe magnus ist der Ursprungsort einer absteigenden inhibitorischen
Schmerzbahn (Fields et al., 1991) und moduliert sympathische Funktionen (Basbaum et al.,
1978; Minson et al., 1987). Der Nucleus raphe magnus ist in der Lage, Informationen iiber
direkte Projektionen zum IML (Basbaum et al., 1978) oder iiber einen indirekten Pfad zum
dorsalen Horn des Riickenmarks weiterzuleiten, welches wiederum sympathische
Interneurone enthilt und in die Verarbeitung sensorischen Inputs involviert ist (Cabot et al.,
1994; Craig, 1991; Jansen et al., 1995b; Kwiat und Basbaum, 1992). Weitere indirekte Pfade
verlaufen iiber Projektionen zu C1 adrenergen Neuronen (Nicholas und Hancock, 1990), oder
den Projektionen zu AS noradrenergen Neuronen (Clark und Proudfit, 1991). Beide, AS
noradrenerge Neurone und C1 adrenerge Neurone, projizieren direkt zum IML. So konnten
chemische Stimulationen des Nucleus raphe magnus eine zentrale Inhibition oder schlechtere
Bahnung eines zentralen sympathoexzitatorisch Pfades (beispielsweise C1 bulbospinale
Neurone) und/oder die Erregung eines zentralen sympathoinhibitorischen Systems

(beispielsweise AS bulbospinale Neurone) verursachen (Farkas et al., 1997).

4.6.5 Projektionen des CeM zu den Nuclei parabrachialis

Jeder der dreizehn Nuclei parabrachiales ist assoziiert mit einem einzigartigen Satz von
Afferenzen, Efferenzen und Neurotransmittern (Chamberlin und Saper, 1992; Fulwiler und
Saper, 1984; Moga et al., 1990). Elektrische und chemische Stimulationen des lateralen
Randes des externen lateralen Nucleus und des dorsalen lateralen Subnucleus (Chamberlin
und Saper, 1992) fithren zu einer Vielfalt von kardiovasculiren Reaktionen, hervorgerufen
durch Projektionen zum RVLM und zu den ventrolateralen und intermedialen Teilen des NTS
(Chamberlin und Saper, 1992; Chamberlin und Saper, 1994). Der Kolliker-Fuse Subnukleus,

welcher den weit ventrolateral liegenden Bereich des parabrachialen Komplexes einnimmt,
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innerviert die sympathische priganglionidre Sédule des Riickenmarks, den Nucleus ambiguus,
den ventrolateralen und den intermedialen Subnucleus des NTS, den Nucleus reticularis
rostroventrolateralis (RVL) und weiter kaudal gelegene Bereiche der ventrolateralen
medullidren Formatio reticularis (Fulwiler und Saper, 1984; Herbert et al., 1990; Saper und
Loewy, 1980).

Andererseits gibt es auch topographisch organisierte Projektionen vom parabrachialen Kern
zum CeA. Der dullere Teil des externen lateralen Nucleus projiziert zum CeL. Der innere
Bereich des externen lateralen Subnucleus und angrenzende ventro-laterale und mittlere
Subnuclei projizieren zum CeM und der angrenzenden Substantia innominata. Von den
duBeren medialen Subnuclei projiziert der extrem lateral gelegene Subnukleus am stirksten
zum CeC. Viele dieser Neurone enthalten CGRP (Schwaber et al., 1988; Shimada et al., 1985;
Yasui et al., 1991b). Einige dieser CGRP-ir Neurone haben Kontakt zu CRF-positiven Zellen
(Harrigan et al., 1994), die wiederum iiber Projektionen zum PAG eine zentrale Rolle bei der
Generierung des Freezings (Bandler and Shipley, 1994; Carrive, 1993; Fanselow and Kim,
1994), und iiber Projektionen zum Nucleus reticularis pontis kaudalis eine furchtpotenzierte
Schreckreaktion bedingen (Davis et al., 1982; Lee et al., 1996). Die Nuclei parabrachiales
kontrollieren die Respiration (von Euler et al., 1976), wohingegen der Nucleus dorsalis nervi
vagi und der Nucleus ambiguus die parasympathischen Verdnderungen wie Bradykardie und

respiratorische Sinusarhythmie kontrollieren (Porges, 1995).
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4.7 Modifikationen des furchtassoziierten Verhaltens

Die hier vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, dass vegetative Antworten auf
emotionale Stimuli nicht nur durch neonatale voriibergehende Hyperthyreose, sondern auch
durch den Umgang mit den Tieren beim Injizieren der Substanzen modifiziert wurden. Dies
zeigen die vegetativen Parameter der mit Thyroxin und Kochsalz behandelten Tiere, deren
Messwerte wichen im statistischen Vergleich weniger deutlich voneinander ab als von den
Messwerten der unbehandelten Tiere. Eine mogliche Erkldrung dafiir konnte die Beobachtung
geben, dass kurze, wiederholte Separation von der Mutter zu Unempfindlichkeit gegeniiber
spiaterem Stress gefithrt hat, wohingegen ldngere Perioden der Trennung die spitere
Stressempfindlichkeit steigerte (Levine et al., 1993; Meaney et al., 1993). Moglicherweise
waren die Injektionen eine Art Kurzzeitdeprivation, die zu Unempfindlichkeit gegen Stress
gefiihrt hat. Daher erscheint es mir ratsam, microosmotische Pumpen oder dhnliche subkutan
implantierbare Systeme, die schnell einzubringen sind und kontinuierlich Substanzen
abgeben, zu verwenden, um nicht wiederholt die Neugeborenen von der Mutter zu trennen.

Unkontrollierter Stress fiihrt bei jungen Affen zu einem andauernd hoheren CRF- Spiegel im
Liquor bis ins hohe Alter (Coplan et al., 1996). Von der Mutter benachteiligte junge Ratten
haben eine hohere CRF-mRNA Expression im Hypothalamus und CeM. Gesteigerte
Corticosteron-Spiegel, hervorgerufen durch maternale Deprivation, haben
Langzeitauswirkungen auf die Entwicklung des Gehirns und des Verhaltens (Levine et al.,
1993; Meaney et al., 1993). Obwohl sich bei den adulten Tieren die Corticosteron-Spiegel
vernachlédssigter Ratten nicht von denen normaler Ratten unterscheiden, ist die iiberspitzte
Angstbereitschaft lange anhaltend. Uberspitzte Angst ist bei Affen mit einem hohen Kortisol-
Spiegel verkniipft (Champoux et al., 1989; Kalin et al., 1998). Corticosteroninjektionen
potenzieren die konditionierte Furcht von Ratten (Corodimas et al., 1994). Peripher

verabreichte Glucocorticoide, Glucose und Adrenalin konnen das Gedichtnis und die
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Festigung der Erinnerungen bei verschiedenen Lernversuchen potenzieren und die
Ausloschung konditionierter Reaktionen verzogern (Gold und Stone, 1988; Izquierdo et al.,
1993; McGaugh et al., 1993; Roozendaal et al., 1997). Eine Adrenalektomie verringert die
Kontext-konditionierte Furcht bei Ratten (Pugh et al., 1997) und adrenerge Antagonisten
beeintrdchtigen bevorzugt die Erinnerung erlernten Verhaltens (McGaugh et al., 1993), wobei
der Einfluss auf emotionale (aversive) Erfahrungen gréfer zu sein scheint (Cahill et al.,
1994). Glucocorticoidrezeptor Agonisten und Antagonisten, injiziert in den BLA, modulieren
die Speicherung von Erinnerungen (McGaugh et al., 1993; Roozendaal et al., 1997).
Injektionen noradrenerger Antagonisten in die Amygdala blockieren die Effekte nach
peripherer Adrenalinapplikation, die das Erinnerungsvermogen potenzieren. GABA und
Acetylcholin modulieren ebenfalls das von der Amygdala gesteuerte emotionale Gedéchtnis
(McGaugh et al., 1993). Die Expression von CRF und dessen mRNA im CeM und BSTL
werden durch periphere Corticosteronapplikation positiv beeinflusst, wihrend die CRF-
mRMA Expression im paraventriculdren Kern des Hypothalamus abnimmt (Makino et al.,
1994; Swanson und Simmons, 1989; Watts und Sanchez-Watts, 1995). Die Regulierung der
CRF-Rezeptoren im Hypothalamus, der Amygdala und des BSTL reagiert moglicherweise
unterschiedlich sensitiv auf Corticosteron (Makino et al., 1994; Makino et al., 1995). CRF
spielt eine entscheidende Rolle bei Angst und pathologischer Furcht in
extrahypothalamischen und hypothalamischen Hirnregionen (Koob et al., 1993). CRF-
Injektionen in den BSTL und nicht in die Amygdala, das Septum oder den ventralen
Hippocampus fiihren zu einer Potenzierung der Schreckreaktion (Lee und Davis, 1997a; Lee
und Davis, 1997b), die durch die Injektion eines CRF-Antagonisten in den BSTL blockiert
wird (Lee and Davis, 1997a; Lee and Davis, 1997b). Angstassoziiertes Verhalten korreliert
mit der Anzahl CRF exprimierender Neurone. Neonatal mit T4 behandelte Tiere hatten
weniger CRF-ir Neurone im CeA. Diese Tiere zeigten reduzierte Angstlichkeit bei

Motilititstests und dem erhohten Pluslabyrinth, eine erhohte lokomotorische Aktivitdt und
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eine gesteigerte Schreckreaktion (Yilmazer-Hanke et al., 2004). CRF-ir Neurone und Fasern
werden von CGRP-ir Terminalien kontaktiert. Es ist doch wahrscheinlich, dass mit geringerer
Anzahl anxiogener CRF-ir Neurone auch die Anzahl der Kontakte von CGRP-ir Zellen zu
CRF-ir Zellen geringer ist. Dies wiirde in das Bild von Angst auslésenden CGRP-ir Fasern in
der Amygdala passen, miisste aber noch bewiesen werden.

Wenn sich eine neonatale T4-Behandlung derart auf die Amygdalamorphologie auswirkt, dass
es zu Verdnderungen des angstassoziiertes Verhalten kommt, konnte es doch auch zu
Veridnderungen der vegetativen Parameter wie erhohtem Blutdruck, gesteigerter Herzfrequenz
und hoherer Korpertemperatur kommen. Es waren aber keine grofen Verdnderungen
aufgetreten. Dies stimmt mit der Studie von McCarty et al. (1983) iiberein, der zeigte, dass es
nach FuBlschocks zwar erhohte Catecholamin-Spiegel bei Thyroxin-behandelten Tieren gab,
aber keine Unterschiede beim Blutdruck und der Herzfrequenz zwischen der behandelten und
unbehandelten Gruppe zu beobachten waren. Unter normalen Umstidnden war die
Herzfrequenz der mit Thyroxin behandelten Ratten hoher (Foley et al., 2001; McCarty et al.,
1983). Das konnte in dieser Studie nicht beobachtet werden. Eventuell verschwinden die
durch voriibergehende Hyperthyreose verursachten Effekte mit der Zeit. Das Gewicht der
Herzen neugeborener Thyroxin-behandelter Ratten ist bis zum Alter von acht Tagen erhoht,
doch der Grad der Hypertrophie sinkt von 50 % auf 20 % trotz andauernder Behandlung. Die
Behandlung bewirkte eine anfidngliche Erhohung der basalen Ornihtindecarboxylase (ODC)
Aktivitdt des Herzens, gefolgt von einer Periode subnormaler Werte und letztendlich dem
Angleichen an Kontroll ODC Werte im Alter von 18 Tagen (Bartolome et al., 1982).
McCarty’s Tiere waren zwischen 60 und 100 Tage alt als sie getestet wurden und der einzige
Unterschied des autonomen Systems fand sich bei der Herzfrequenz im Ruhezustand. Auch
die erhohten Corticosteron-Spiegel bei gestressten Jungtieren sanken mit der Zeit auf das

normale Mass. Das konnte ebenso fiir die iiberspitzte Angstbereitschaft gelten. Diese hilt
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zwar lange an, doch wie lang ist dieser Zeitraum? Vielleicht waren die hier verwendeten
Ratten mit 9-18 Monaten einfach schon zu alt.

Dass behandelte Tiere reduzierte Angstlichkeit bei Motilititstests und dem erhohten
Pluslabyrinth und eine erhohte lokomotorische Aktivitit aber eine gesteigerte Schreckreaktion
zeigten (Yilmazer-Hanke et al., 2004) und dass sich die Korpertemperatur und der Blutdruck
zwischen den beiden unbekannten Situationen unterschieden, konnte darauf hinweisen, dass
der Versuch in der Startleapparatur bedrohlicher auf die Tiere gewirkt hatte als der Versuch
im offenen Feld. Wahrscheinlich wird das an den FuBBschocks gelegen haben, denen die Tiere
nicht entkommen konnten. War die Angst vor den FuB3schocks dieselbe Angst wie die vor
dem Unbekannten, nur groBer, oder war es Furcht, die bei dem Versuch in der
Startleapparatur hervorgerufen wurde?

Dass die Korpertemperatur stieg, wihrend Blutdruck und Herzfrequenz sanken, konnte daran
gelegen haben, dass es ldnger dauert, die Korpertemperatur einzustellen, da sie von mehreren

Faktoren, direkt und indirekt beeinflusst wird.
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