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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Einfuhrung in die Thematik

Uber sensorische Systeme erhadlt ein Organismus Informationen Uber
unterschiedlichste Aspekte seiner Umwelt. Eine Reaktion auf sensorische Reize wird
uber motorische Systeme ermdglicht. Die Sensomotorik beschaftigt sich mit der
Frage, welche Strukturen und Mechanismen als Bindeglieder zwischen
sensorischem Eingang und motorischer Antwort fungieren, denn die eintreffenden
Sinnesinformationen mussen verarbeitet und bewertet werden, bevor eine
reizadaquate, biologisch sinnvolle Antwort eingeleitet werden kann. Die
Sensomotorik stellt ein in der neurobiologischen Forschung wenig bearbeitetes
Thema dar. Zwar ist das Wissen um die neuronalen Details der Sinneswahrnehmung
sowie der motorischen Steuerung in den letzten Jahrzehnten sprunghaft
angestiegen, uUber die zwischen Sensorik und Motorik vermittelnden
Interfacestrukturen ist hingegen vergleichsweise wenig bekannt.

Die audiomotorische Integration bei den Anuren stellt ein geeignetes System dar, um
grundlegende neuronale Mechanismen der sensomotorischen Integration bei
Wirbeltieren aufzuklaren. Das Anurengehirn entspricht im Grundbauplan einem
typischen Wirbeltiergehirn (Roth & Wullimann 1996). Anuren weisen gegenuber
anderen Wirbeltieren jedoch eine Reihe von Vorteilen fur neurobiologische
Untersuchungen auf. So erleichtern die vergleichsweise geringe Anzahl von
Neuronen und der geringe Komplexitatsgrad des Gehirns experimentelle Studien.
Anuren sind zudem die urspringlichsten rezenten Wirbeltiere, die eine akustische
Kommunikation Uber Luftschall einsetzen; die neuronalen Verarbeitungsprozesse
akustischer Signale koénnten somit weniger komplex sein als bei anderen
Wirbeltiergruppen. Das Rufrepertoire der Anuren ist sehr begrenzt, wobei die



EINLEITUNG

verschiedenen Ruftypen relativ einfach strukturiert sind und sich experimentell leicht
simulieren lassen (Capranica 1965; Gerhardt 1982). Den Ruftypen lassen sich gut
untersuchte Verhaltensweisen zuordnen, beispielsweise im Zusammenhang mit dem
Paarungsverhalten und der Revierabgrenzung (Wells 1977; Brzoska 1982; Cherry
1993; Gerhardt & Huber 2002). Dadurch ergibt sich die Maoglichkeit, die
Untersuchung neuronaler Verarbeitungsprozesse mit verhaltensanalytischen Studien
zu kombinieren. Im neurobiologischen Experiment kann aullerdem das komplette
Gehirn von Anuren isoliert und fir mehrere Tage am Leben erhalten werden (Luksch
1994; Luksch et al. 1996). Das Ganzhirnpraparat bietet die Maoglichkeit, in vitro
elektrophysiologische, pharmakologische und anatomische Untersuchungen
durchzufihren. Dabei bleibt - anders als etwa bei Slice- oder Blockpraparaten von
Vogeln oder Saugern - die Konnektivitat des Gehirns vollstandig erhalten. Das
gesamte neuronale Netzwerk von Anuren ist somit von der neuronalen Ebene bis zur
Verhaltensebene experimentell gut zuganglich und erlaubt die Untersuchung
allgemeiner Mechanismen der Verarbeitung auditorischer Informationen an einem
relativ einfach strukturierten Wirbeltiergehirn.

Eingesetzt wird die akustische Kommunikation bei Anuren hauptsachlich im Rahmen
der Fortpflanzung. Wahrend der Paarungszeit ist das Verhalten der Tiere sehr stark
durch akustische Signale gesteuert. Die Mannchen verfligen in der Regel Uber vier
bis funf verschiedene Ruftypen, die bei Artgenossen weitgehend genetisch
determinierte Verhaltensweisen ausldsen (Capranica 1965). So flhrt beispielsweise
bei einer Reihe von Spezies der Paarungsruf der Mannchen bei paarungsbereiten
Weibchen zu phonotaktischem Verhalten. Andere Mannchen werden selbst zum
Rufen angeregt oder zeigen bei aggressivem Verhalten ebenfalls Phonotaxis
(Gerhardt & Huber 2002). Neben der Auslésung willkirlicher Bewegungen konnten
verschiedene autonome Antworten auf arteigene Rufe demonstriert werden, etwa
Hormonproduktion (Brzoska & Obert 1980), elektrodermale Reaktionen (Brzoska
1984) und Veranderungen des Herzschlags (Megela-Simmons et al. 1985).

Trotz der genetischen Determination zeigt das akustisch gesteuerte Verhalten der
Anuren eine gewisse Variabilitdt. Es kann von verschiedenen Faktoren beeinflusst
werden, z.B. vom internen Status eines Individuums, von der Jahres- oder
Tageszeitperiodik, vom sozialen Kontext und bei einigen Spezies auch von
Lernprozessen (Davis 1988). Eine sehr haufig auftretende Verhaltensreaktion im
Zusammenhang mit der Rufgenerierung ist beispielsweise die Anpassung der
eigenen Rufphase an die eines anderen oder mehrerer rufender Mannchen. Durch
dieses ,Wechselrufen“ bleiben die Rufe einzelner Mannchen in einer grofleren
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Gruppe von Artgenossen besser detektierbar (Foster 1967; Schwartz & Wells 1983;
Walkowiak 1988).

Die Variabilitat des auditorisch gesteuerten Verhaltens setzt voraus, dass das
zugrunde liegende Netzwerk in Abhangigkeit von unterschiedlichen Faktoren
moduliert werden kann. Um auf verschiedene Parameter akustischer Informationen
differenziert reagieren zu kdnnen, miussen diese Parameter unabhangig voneinander
analysiert, verarbeitet und in adaquate Verhaltensweisen umgesetzt werden. Da
periphere Strukturen der Horbahn der Anuren auf ein sehr breites Spektrum von
akustischen Stimuli reagieren (Walkowiak 1992; Hall 1994), missen die an der
Modulation beteiligten Strukturen im Zentralnervensystem liegen. Fur den im
Mesencephalon gelegenen Torus semicircularis konnte bereits eine entscheidende
Rolle bei der audiomotorischen Integration nachgewiesen werden. So reagieren
Neuronen des Torus differenziert auf bestimmte Parameter akustischer Signale.
Gleichzeitig sind sie in der Lage, Uber eine Vielzahl von efferenten Projektionen
motorische und autonome Reaktionen als Antwort auf einen Stimulus einzuleiten
(Luksch 1994; Walkowiak & Luksch 1994; Luksch & Walkowiak 1998).

Auch im Vorderhirn gibt es eine Reihe von Strukturen, die an der Verarbeitung
auditorischer Informationen beteiligt sind und bei denen durch Lasionsstudien
nachgewiesen werden konnte, dass sie die Phonotaxis der Weibchen und das
Rufverhalten der Mannchen beeinflussen. So bewirkten Lasionen des Septum, des
Striatum oder der praoptischen Region bei Weibchen von Hyla versicolor eine
Verzdgerung bzw. ein Ausbleiben der Phonotaxis. Bei mannlichen Individuen fuhrten
septale Lasionen zu einer Rufenthemmung bei gleichzeitiger Beeintrachtigung des
Wechselrufens, wahrend bei Lasionen des Striatum das Rufen vollstandig ausblieb
(Walkowiak et al. 1999). Grofflachige Lasionen im Thalamus von Hyla versicolor
fuhrten bei Weibchen zu Verzdgerungen und starken Beeintrachtigungen der
Phonotaxis (Endepols et al. eingereicht [a]). Vorderhirnstrukturen beeinflussen
demnach das akustisch gesteuerte Verhalten der Anuren. Sie sind jedoch, anders als
der Torus semicircularis, nicht notwendigerweise an der Ruferkennung beteiligt.
Vermutlich spielt das Vorderhirn vielmehr eine Rolle bei der Handlungsselektion und
bei der Anpassung des Verhaltens an bestimmte Umweltsituationen, wobei auch der
interne Status eines Individuums berlcksichtigt wird (Endepols et al. eingereicht [a]).

Die Beeinflussung motorischer Verhaltensreaktionen durch Vorderhirnstrukturen
konnte auf unterschiedlichen Wegen erfolgen. So konnten sie direkt pramotorische
und motorische Zentren ansteuern und auf diese Weise den motorischen Output
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modulieren. Die Phonotaxis der Weibchen und das Rufverhalten der Mannchen
werden aber auch durch den hormonellen Status der Individuen beeinflusst (Schmidt
1968, 1984). An der Regulation von Sexualhormonen sind die praoptische Region
und der ventrale Hypothalamus beteiligt (Dierickx 1974; Hanke 1976; McCreery
1984). Uber eine Innervierung dieser Kerngebiete konnten Vorderhirnstrukturen
modulierend auf die Hormonproduktion einwirken und auf diesem Weg das akustisch
gesteuerte Verhalten beeinflussen. Schlie3lich konnte der motorische Output auch
uber die Ausschuttung von Neuromodulatoren verandert werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung unterschiedlicher
Vorderhirnstrukturen, bei denen es Hinweise auf eine Beteiligung an
audiomotorischen Integrationsprozessen gab (vgl. 1.3.). Im folgenden Abschnitt soll
zunachst ein Uberblick tber die bisher bekannten Informationen beziiglich der
Verarbeitung akustischer Signale und der Ansteuerung motorischer und autonomer
Zentren bei Anuren gegeben werden, um das Verstandnis der durchgefihrten
Experimente zu ermadglichen.

1.2. Neuronale Grundlagen

Charakteristisch fur sensorische Systeme im Gehirn von Wirbeltieren sind eine
parallel-hierarchische Verarbeitung und ein modularer Aufbau der daran beteiligten
Strukturen. Auch die Horbahn der Amphibien zeichnet sich durch diese Merkmale
aus.

Akustische Signale fuhren zunachst zu einer Erregung von Rezeptorzellen in der
Papilla amphibiorum und der Papilla basilaris im Innenohr. Diese beiden
auditorischen Organe der Anuren werden von Fasern des posterioren Astes der
Nervus stato-acusticus (N. VIII) innerviert (Will & Fritzsch 1988). Uber diese Fasern
werden auditorische Informationen zur ersten Horbahnstation in der Medulla
oblongata, dem ipsilateralen Nucleus dorsolateralis, weitergeleitet. Vom Nucleus
dorsolateralis ziehen die Hauptprojektionen zur contralateralen Seite. Die folgenden
Horbahnstationen sind die Oliva superior und der Nucleus lemnisci lateralis in der
Medulla oblongata sowie der Torus semicircularis im Mesencephalon. Dabei ziehen
die Projektionsfasern eines Kerngebietes parallel zu mehreren nachgeschalteten
Stationen, beispielsweise vom Nucleus dorsolateralis zum Nucleus lemnisci lateralis,
zur Oliva superior und zum Torus (Pettigrew 1981; Wilczynski 1981; Feng 1986a, b).
Neben den aufsteigenden Projektionen sind die verschiedenen Kerne zusatzlich mit
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niedrigeren Stationen der Hérbahn verbunden. Dabei weist im Allgemeinen jeder
Kern deszendierende Projektionen zu den beiden ihm unmittelbar vorgeschalteten
Stationen auf (Feng 19864, b). Durch diese reziproken Verschaltungen kénnen die
Kerne ihren eigenen auditorischen Eingang modulieren, indem bestimmte
Informationen unterdrickt und andere verstarkt werden.

Parallel-hierarchische Verarbeitung der auditorischen Informationen und reziproke
Verschaltungen charakterisieren auch alle weiteren Stationen der Hérbahn. Um ein
besseres Verstandnis zu gewahrleisten, werden im Folgenden jedoch nur die
Hautprojektionen beschrieben. Der Torus semicircularis beinhaltet drei auditorische
Subnuclei (Potter 1965): Der Nucleus principalis ist die Haupteingangsstruktur,
wahrend die Weiterleitung auditorischer Informationen zu den im Diencephalon
gelegenen Thalamuskernen hauptsachlich Uber den Nucleus magnocellularis und
den Nucleus laminaris erfolgt (Feng 1986a, b; Wilczynski 1981; Feng & Lin 1991;
Luksch 1994; Walkowiak und Luksch 1984; Hall & Feng 1987). Im Thalamus der
Anuren wird ein dorsaler von einem ventralen Bereich unterschieden, beide Bereiche
gliedern sich in mehrere Kerngebiete (Neary & Northcutt 1983). In den bisherigen
Vorstellungen zur Horbahn der Anuren wurde davon ausgegangen, dass nur Kerne
des dorsalen Thalamus auditorische Informationen erhalten und zum Telencephalon
weiterleiten, namlich der centrale, posteriore und anteriore Thalamus. In allen drei
thalamischen Kerngebieten konnten auditorisch evozierte Potentiale registriert
werden, wobei die Kerne an der Verarbeitung verschiedener temporaler und
spektraler Parameter akustischer Signale beteiligt sind (Mudry et al. 1977; Megela
1982; Fuzessery & Feng 1983; Megela & Capranica 1983; Mudry & Capranica
1987a, b; Hall & Feng 1986, 1987; Fuzessery 1988; Feng et al. 1990). Im
Telencephalon wiederum wurde auditorisch evozierte Aktivitat im Striatum und im
Pallium mediale nachgewiesen (Supin & Guselnikov 1964; Mudry & Capranica 1980;
Birkhofer et al. 1994; Mihaescu 1998). Aktuelle Untersuchungen zeigten, dass auch
die septalen Kerne der Anuren auditorische Eingange erhalten (Klein 2000; Endepols
& Walkowiak 2001). Uber die Weiterleitung auditorischer Informationen zu den
verschiedenen Strukturen des Telencephalon wurde langere Zeit spekuliert. In den
siebziger Jahren wurde erstmals gezeigt, dass der centrale Thalamus starke
efferente Projektionen zum Striatum aufweist, spatere Untersuchungen bestatigten
diesen Befund (Kicliter & Northcutt 1975; Kicliter 1979; Wilczynski & Northcutt 1983a;
Hall & Feng 1987; Marin et al. 1997b). Das Pallium mediale erhalt hingegen
Eingange aus dem anterioren Thalamus (Scalia & Colman 1975; Kicliter & Northcutt
1975; Kicliter 1979; Neary 1984, 1988, 1990; Northcutt & Ronan 1992). Es wurde
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daher vermutet, dass der centrale und der anteriore Thalamus auf getrennten Wegen
auditorische Informationen zu ihren telencephalen Zielgebieten weiterleiten (Hall &
Feng 1986, 1987; Feng et al. 1990). Uber die Weiterleitung auditorischer
Informationen zu den septalen Kernen ist wenig bekannt, da keine gezielten
Untersuchungen zu den Verschaltungen dieser Kerngebiete durchgefuhrt wurden.

Wie Dbereits erlautert, 16sen arteigene Rufe bei Anuren unterschiedliche
Verhaltensweisen wie Rufverhalten und Phonotaxis aus. Diese Reaktionen setzen
die Aktivitat unterschiedlicher Muskeln voraus, welche Uber neuronale Strukturen
reguliert wird. So werden beispielsweise die flr die Vokalisation der Mannchen
verantwortlichen Muskeln des Mundbodens und des Larynx von Motoneuronen des
Nervus trigeminus (N. V), Nervus facialis (N. VII), Nervus vagus (N. X) und Nervus
hypoglossus (N. XlIl) angesteuert. Die ebenfalls an der Vokalisation beteiligte
Flankenmuskulatur wird Uber Spinalnerven innerviert (Walkowiak 1992; Strake et al.
1994). Die entsprechenden Motorkerne wiederum erhalten Eingange aus
pramotorischen Arealen, wie dem Nucleus praetrigeminalis, dem Nucleus visceralis
secundarius und einer Reihe von Kernen der Formatio reticularis (Walkowiak 1992).
Auch die an der Lokomotion beteiligten Motorkerne werden Uber Neuronen der
Formatio reticularis und des Ruckenmarks angesteuert (Wilczynski 1992). Diese
pramotorischen Zentren sowie die Motorkerne selbst werden aulterdem von
verschiedenen Hirnstrukturen innerviert, die selbst Teil der Horbahn sind oder
auditorische Eingange erhalten. Zu diesen Strukturen gehéren der Torus
semicircularis und das Tegmentum des Mesencephalon (Luksch 1994; Walkowiak &
Luksch 1994; Luksch & Walkowiak 1998). Aber auch Vorderhirnstrukturen wie Teile
des Thalamus, die praoptische Region und das Striatum zahlen dazu. Von den
thalamischen Kernen weisen der posteriore und der ventromediale Thalamus starke
deszendierende Projektionen zum Hirnstamm und zum Rickenmark auf (Hall & Feng
1987). Die praoptische Region der Anuren umfasst die Area praeoptica anterior, den
Nucleus praeopticus magnocellularis und den Nucleus suprachiasmaticus. Eine
wichtige Rolle der praoptischen Region bei der Vokalisation der Mannchen konnte
mit Hilfe elektrischer Stimulationsexperimente dieses Hirngebietes nachgewiesen
werden, bei denen Paarungsrufe ausgeldst werden konnten (Schmidt 1968; Knorr
1976; Wada & Gorbman 1977). Der ventrale Bereich der Area praeoptica anterior
zeigte dabei die niedrigste Schwelle; er hatte eine Triggerfunktion und aktivierte den
,Mating call generator im Hirnstamm (Urano & Gorbman 1981; Schmidt 1976, 1984).
Vom Striatum ist bei Sdugern eine Schlusselfunktion bei der motorischen Steuerung
bekannt (DeLong et al. 1986; Albin et al. 1989; Alexander & Crutcher 1990).
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Anatomische Studien an Anuren wiesen Projektionen des Striatum zu zahlreichen an
der motorischen Steuerung beteiligten Strukturen nach (Wilczynski & Northcutt
1983b; Marin et al. 1997c) und lassen eine vergleichbare Funktion vermuten.
Verhaltensstudien zeigten auflerdem, dass L&sionen des Striatum der Anuren zu
Veranderungen oder Beeintrachtigungen des akustisch gesteuerten Verhaltens
fuhren (Walkowiak et al. 1999).

Das Vokalisationsverhalten und die Phonotaxis der Anuren werden auf3erdem durch
Hormone beeinflusst. So kdénnen beide Verhaltensweisen mit Hilfe von
Gonadotropinen und Steroidhormonen stimuliert werden (Schmidt 1968, 1984).
Lasionsexperimente (Dierickx 1974; Hanke 1976) und elektrische
Stimulationsexperimente (McCreery 1984) zeigten, dass die praoptische Region und
der ventrale Hypothalamus die Sekretion von Gonadotropinen und Steroidhormonen
regulieren. Beide Areale konzentrieren selbst Steroidhormone, was auf einen
hormonellen Feedback-Mechanismus schlieRen lasst (Kelley et al. 1975; Kelley
1980, 1981). Bei Mannchen wird durch arteigene Rufe die Produktion von
Steroidhormonen beeinflusst (Brzoska & Obert 1980). Aulerdem wurde eine
Veranderung der neuronalen Aktivitat in der praoptischen Region und im ventralen
Hypothalamus durch arteigene Rufe nachgewiesen (Urano & Gorbman 1981,
Wilczynski & Allison 1989). Diese Befunde zeigen zusammenfassend, dass der
hormonelle Status eines Individuums grof3en Einfluss auf sein akustisch gesteuertes
Reproduktionsverhalten hat und dass die Hormonproduktion selbst durch akustische
Signale beeinflusst werden kann, wobei die praoptische Region und der ventrale
Hypothalamus eine SchlUsselrolle spielen.

1.3. Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war eine genauere Untersuchung verschiedener
Vorderhirnstrukturen von Anuren, bei denen es Hinweise auf eine Beteiligung an der
audiomotorischen Integration gab. Dabei kamen elektrophysiologische und
neuroanatomische Untersuchungsmethoden zum Einsatz. Die Untersuchungen
wurden an Individuen der Arten Hyla versicolor, einem Vertreter der Neobatrachia,
und Bombina orientalis, einem Vertreter der urspringlicheren Archaeobatrachia,
durchgefuhrt (Hay et al. 1995). Zu beiden Arten liegt eine Vielzahl
neurophysiologischer und neuroanatomischer Untersuchungen vor, auch das
Verhalten ist sehr gut dokumentiert (fiir eine Ubersicht siehe Gerhardt & Huber
2002). Die vorliegenden Experimente wurden in vitro am isolierten Ganzhirnpraparat
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durchgefuhrt, akustische Signale konnten durch eine elektrische Stimulation des
N. VIl simuliert werden (Luksch et al. 1996).

Eine erste Frage beschaftigte sich mit den auditorischen Eingadngen des Thalamus
der Anuren. Zwar wurde in verschiedenen Kernen des dorsalen Thalamus
auditorisch evozierte Aktivitdt nachgewiesen (vgl. 1.2.), es lag jedoch keine
systematische Kartierung der auditorischen Zentren des Diencephalon vor. Mit Hilfe
von Extrazellularableitungen wurde in der vorliegenden Arbeit eine solche Kartierung
durchgefihrt. Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden mit Tracingstudien
kombiniert, bei denen der neuronale Marker Neurobiotin verwendet wurde. Dies
erlaubte die Untersuchung der Verschaltungen derjenigen thalamischen Kerne, bei
denen auditorisch evozierte Aktivitat nachgewiesen werden konnte. Dabei waren im
Telencephalon besonders die Verschaltungen mit dem Striatum, dem Pallium
mediale und den septalen Kernen von Interesse, da diese Kerne auditorische
Eingange erhalten (vgl. 1.2.). Die anatomischen Studien sollten zeigen, ob es
innerhalb dieser Kerngebiete bestimmte Subareale gibt, in denen die auditorisch
erregbaren Neuronen des Thalamus verstarkt terminieren. AuRerdem wurden die
Projektionen der thalamischen Kerne zu pramotorischen und motorischen Zentren
sowie zu verschiedenen an der endokrinen Regulation beteiligten Strukturen studiert.
Auf diese Weise sollte die Rolle des Thalamus als audiomotorisches Interface naher
untersucht werden.

Im Striatum, Septum laterale und Septum mediale wurden ebenfalls Tracingstudien
durchgefuhrt. Zu den Verschaltungen der septalen Kerne der Anuren liegen nur sehr
wenige Informationen in der Literatur vor, da bisher keine anatomischen Studien in
diesen Kerngebieten durchgefuhrt wurden. Auch die Verbindungen des Striatum der
hier verwendeten Arten sind bisher nicht untersucht worden. Bei Tracingstudien im
Telencephalon stand ebenfalls die Frage der audiomotorischen Integration im
Vordergrund. In der vorliegenden Arbeit sollte daher untersucht werden, auf welchen
Wegen auditorische Informationen zu diesen Kerngebieten gelangen kdnnen und ob
sie selbst Uber efferente Projektionen die motorische Steuerung und die endokrine
Regulation beeinflussen kdnnen.

Da sich das isolierte Hirnpraparat generell gut fur neurophysiologische
Untersuchungen auf der zellularen Ebene eignet, wurden in einem zweiten
Versuchsansatz Intrazellularableitungen im Striatum durchgefihrt. Dabei wurden
neben auditorischen auch visuelle Eingange untersucht, um Informationen zur
Verarbeitung multisensorischer Informationen in diesem Kerngebiet zu erhalten.
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Optische Reize wurden durch eine elektrische Stimulation des Nervus opticus (N. II)
simuliert. Auch bei den Einzelzellstudien wurden elektrophysiologische
neuroanatomische Studien kombiniert. Durch eine iontophoretische Applikation von
Neurobiotin im Anschluss an eine intrazellulare Ableitung konnten die Cytoarchitektur
und die axonalen Projektionsmuster der zuvor physiologisch charakterisierten
Neuronen untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Die hier vorgestellten Untersuchungen wurden an Individuen der Arten Hyla
versicolor bzw. Bombina orientalis durchgefuhrt, die beide Vertreter der Ordnung
Anura (Froschlurche) sind.

Hyla versicolor (Grauer Laubfrosch) gehort zur Gattung Hyla, die 304 rezente Arten
umfasst. Die Gattung Hyla gliedert sich ein in die Unterfamilie der Hylinae, welche
zur Familie der Hylidae gehort. Diese wird der Unterordnung der Neobatrachia
zugeordnet (Ford & Cannatella 1993). Hyla versicolor ist eng verwandt mit der Art
Hyla chrysoscelis. Aulerlich sind beide Arten kaum zu unterscheiden. Hyla versicolor
hat jedoch einen tetraploiden Chromosomensatz, wahrend Hyla chrysoscelis einen
diploiden Chromosomensatz aufweist. Beide Arten sind in Nordamerika beheimatet,
das Verbreitungsgebiet erstreckt sich zwischen New Brunswick, Florida, Manitoba
und Central Texas. AulRerhalb der Brutsaison sind sie selten am Boden oder direkt
im Wasser zu finden, sie halten sich bevorzugt in relativ kleinen Baumen oder in
Buschen auf, die an seichten Gewassern stehen (Conant 1975).

Bombina orientalis (Chinesische Rotbauchunke) gehort neben funf weiteren Arten
zur Gattung Bombina. Diese Gattung wurde lange Zeit in die Familie der
Discoglossidae gestellt. Neuere Studien (Cannatella 1985, Ford & Cannatella 1993)
fUhrten jedoch zu einer veranderten Nomenklatur, in der Bombina gemeinsam mit der
Gattung Barbourula einer eigenen Familie, den Bombinatoridae, zugeordnet wird.
Das Hauptverbreitungsgebiet von Bombina orientalis liegt in China und Korea. Die
tag- und nachtaktiven Tiere leben in der Umgebung stehender oder leicht flielRender
Gewasser (Herrmann et al. 1987).

10
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Die Untersuchungen wurden ausschlieBlich an Adulttieren durchgefuhrt. Da die
Individuen beider verwendeten Arten ab einer Kopf-Rumpf-Lange von circa 35 mm
Paarungsverhalten zeigten, galten sie ab dieser Korperlange als adult. Es wurden
jeweils Mannchen und Weibchen fur die Experimente herangezogen, wobei die
Anzahl der mannlichen Individuen bei Hyla versicolor deutlich Uberwog
(90 % Mannchen, 10 % Weibchen).

Die Individuen der Art Hyla versicolor wurden von der Firma Import/Export Peter
Hoch, Waldkirch, bezogen. Die Individuen von Bombina orientalis stammten
entweder aus der institutseigenen Zucht oder ebenfalls von der Firma Peter Hoch.
Die Haltung erfolgte in Aquaterrarien mit einem Wasser- und einem Landteil mit
Pflanzen (Scindapsus spec.), in denen jeweils funf bis zehn Individuen gemeinsam
lebten. Die Tiere waren einem 12-Stunden-Tag/Nacht-Rhythmus ausgesetzt. Die
Individuen der Art Hyla versicolor wurden mit Lebendfutter in Form von
Schmeildfliegen (Calliphora spec.) geflttert, bei Bombina orientalis diente
kleingeschnittenes Rinderherz als Nahrung.

Abb. 1: Hyla versicolor Abb. 2: Bombina orientalis

2.2. Hirnpraparation

2.2.1. Anasthesie

Vor der Hirnisolation wurden die Tiere einer Submersions-Anasthesie unterzogen, fur
die eine 0,2 %-ige Tricain-Methansulfonat-Losung (MS 222, Sigma) in
Leitungswasser verwendet wurde (Ohr 1976). Diese war mit
Natriumhydrogencarbonat auf pH 7,4 gepuffert. Die Anasthesiezeit betrug fur alle
Versuchstiere 10 min, wodurch eine tiefe Anasthesie gewahrleistet wurde. Im
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Anschluss an die Submersions-Anasthesie wurde das Anasthetikum unter
flieRendem Leitungswasser grindlich von der Haut abgesplilt.

Danach wurden die Tiere mit einem feuchten Papiertuch umhdillt und fir 10 min auf
Eis gekuhlt, wodurch die Korpertemperatur auf etwa 5 °C abgesenkt und so die
Stoffwechselaktivitat herabgesetzt wurde (Luksch et al. 1996).

2.2.2. Perfusion

Vor der Isolation des Gehirns erfolgte eine transcardiale Perfusion der Tiere mit
eisgekuhltem Ringer. Die Perfusion diente dazu, die Blutgefal3e von Erythrozyten zu
befreien, da diese aufgrund ihres endogenen Peroxidasegehaltes bei der
Nachweisreaktion (vgl. 2.5.4.3.) angefarbt worden waren und Teile der markierten
Neuronen verdeckt hatten (Horikawa & Armstrong 1988). Fur die Perfusion wurde
Frosch-Ringer verwendet (Na* 100 mM, K* 2mM, Ca* 2mM, Mg* 0,5 mM,
ClI 79,5 mM, HCO3 25 mM, Glucose 11 mM), der durch Carbogenbegasung auf
einen pH-Wert von 7,3 eingestellt war (Straka & Dieringer 1993).

2.2.3. Isolation des Gehirns

Die Praparation des Gehirns erfolgte von ventral. Zur Trennung der Schadelkapsel
und der Wirbelsaule vom restlichen Korper wurde wie folgt geschnitten: beginnend
bei den Mundwinkeln, dorsal der Vorderbeine durch den Schultergurtel, und an den
Lateralseiten des Korpers bis zum Beckengurtel. Oberhalb dessen wurde
abschlielend die Wirbelsaule durchtrennt. Um ein Einbringen von Hautgiften und
Resten des Betaubungsmittels zu vermeiden, wurde die verbleibende Kopfhaut
weitgehend abprapariert. Fur die folgenden Praparationsschritte wurden der Schadel
und die daran anschlielende Wirbelsaule mit der dorsalen Seite nach unten auf
einer Ringereisschicht in einer mit Silgat ausgegossenen Petrischale festgesteckt.

Die Praparation begann mit der Freilegung des Ruckenmarks. Der Wirbelkanal
wurde am ersten Wirbel er6ffnet und die Wirbelkdrper durch seitliche Schnittfihrung
in caudaler Richtung durchtrennt. Nach Abheben der Ventralseite der Wirbelkorpers
war das Ruckenmark frei zuganglich. AnschlieRend wurde in cranialer Richtung das
Gehirn freigelegt. Fur die Praparation des N. VIII wurde die Horkapsel eroffnet.
Samtliche Aste des Nervs wurden vorsichtig durchtrennt, wobei der fur die
elektrophysiologischen Untersuchungen relevante Ramus posterior moglichst weit
distal durchtrennt wurde. Bei der Praparation wurde sorgfaltig darauf geachtet, die
Nervenaste weder zu quetschen noch zu Uberdehnen. War bei den
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elektrophysiologischen Experimenten auch eine Stimulation des N. Il vorgesehen,
wurde dieser Nerv ebenfalls sehr vorsichtig und maoglichst weit distal durchtrennt.
Schlielich wurden die Ubrigen Hirn- und Spinalnerven durchschnitten, so dass das
Gehirn mit dem angrenzenden Ruckenmark aus der Schadelkapsel und dem
Wirbelkanal gehoben werden konnte.

Nach Uberflihrung des Gehirns in ein mit eisgekiihitem Ringer gefiilltes
Blockschalchen wurde die Dura mater mit Hilfe zweier Pinzetten vollstandig entfernt,
um die Diffusion von Glucose und Sauerstoff ins Gewebe zu erleichtern. Da die Pia
mater eine Gewebepenetration der Elektrodenspitze verhinderte, wurde sie Uber
denjenigen Bereichen des Gehirns, in denen intra- oder extrazellulare Ableitungen
geplant waren, ebenfalls abgezogen.

Im Anschluss an die Praparation konnte das isolierte Hirnpraparat in oxygeniertem
Ringer im Kuhlschrank fir mindestens eine Woche aufbewahrt werden, ohne dass
die Funktionstlchtigkeit des Praparates beeintrachtigt war (Luksch et al. 1996). Um
eine  Beeinflussung der elektrophysiologischen  Antworten durch  das
Betaubungsmittel auszuschlie3en, wurden elektrophysiologische Ableitungen erst am
Folgetag der Praparation durchgefuhrt.

2.3. Versuchsdurchfuhrung

2.3.1. Versuchsapparatur

Die Ableitungen am isolierten Hirnpraparat fanden in einer Durchflusskammer aus
Plexiglas statt (Luksch et al. 1996, modifiziert nach Schaffer 1982). Der Boden der
Kammer war mit Silgat ausgegossen, so dass das Gehirn mit U-férmig gebogenen,
rostfreien Minutiennadeln fixiert werden konnte. Die Kammer wurde mittels einer
Peristaltikpumpe (Masterflex, 7518-60) permanent mit Ringer durchstromt
(2-3 ml/min). Der Zuflussschlauch wurde zur Kiuhlung der Lésung durch ein Eisbad
gefuhrt. Die Temperatur in der Kammer, die Uber ein Thermometer kontrolliert wurde,
konnte durch Anderungen der Pumpgeschwindigkeit auf einen gewiinschten Wert
reguliert werden. Bei den Experimenten wurde eine Temperatur von 16 °C
eingestellt, da sich diese Temperatur bei in vitro-Praparationen flir amphibisches
Gewebe als optimal erwiesen hat (Straka & Dieringer 1993). Die Durchflusskammer
war auf einem Kreuztisch montiert, der, relativ zur Ableitelektrode, in X- und
Y-Richtung bewegt werden konnte.

13
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Auf dem Kreuztisch waren ebenfalls die Befestigungsmdglichkeiten fir vier
Mikromanipulatoren (Marzhauser) installiert, mit deren Hilfe die Stimulations-
elektroden positioniert werden konnten. Stimuliert wurden einzelne Nervenaste mit
Hilfe von Saugelektroden (vgl. 2.3.2.). Zur Erzeugung der zur Elektrostimulation
verwendeten rechteckigen Strompulse diente ein Stimulus-Isolator (Iso-Flex); die
Amplitude des Strompulses konnte Uber einen Drehknopf variiert werden. Die
Ansteuerung des Isolators erfolgte Uber einen Intervall-Generator (WPI, Digipulser
Series 1830), der gleichzeitig zur Triggerung der Darstellung der Ableitspur am
Computer diente. Uber den Intervall-Generator konnten unterschiedliche
Stimulationsparameter (Pulsdauer, Interstimulusintervall, einzelne oder repetitive
Pulse, Pulswiederholungsrate) bestimmt werden.

Als Ableitelektroden dienten scharfe Glasmikroelektroden (vgl. 2.3.2.). Sie wurden in
einen Elektrodenhalter (WPI) eingefuhrt, der an einen Elektrodenvorschub (Eigenbau
des Institutes) montiert wurde. Dieser ermoglichte eine senkrechte Bewegung der
Elektrode, die kontinuierlich oder in definierten Schritten (minimale SchrittgrofRe
0,5 um) erfolgen konnte. Die dabei zurlckgelegte Strecke wurde mit Hilfe eines
angeschlossenen Zahlers (Eigenbau) registriert. Eine waagerechte Positionierung
der Ableitelektrode erfolgte durch ein Verschieben der auf dem Kreuztisch fest
montierten Ableitkammer relativ zur Elektrode. Uber den Elektrodenhalter war die
Ableitelektrode direkt mit dem Messkopf des Intrazellularverstarkers (WPI, Cyto 721)
verbunden. Die mittels der Ableitelektrode registrierten Potentiale wurden Uber den
Intrazellularverstarker impedanzgewandelt. AnschlieBend wurden sie an ein
Oszilloskop (Philips, PM 3335) und nach 10facher Verstarkung an einen weiteren
Verstarker (Heineke, Seewiesen) weitergeleitet. Die Oszilloskopdarstellung diente im
Wesentlichen der Darstellung des Spannungssprungs bei der Zellpenetration und der
Uberwachung des Membranpotentials bei intrazellularen Ableitungen. Der zweite
Verstarker erlaubte eine stufenweise Verstarkung des Signals (maximaler
Verstarkungsfaktor 1000fach). Vom Ausgang des Verstarkers wurde das Signal Uber
einen A/D-Wandler (Instrutech, CRC VR-100A Digital Recorder) einem
Auswertrechner (PC), sowie einem VHS-Videorekorder (JVC) zugeflhrt. Zur
akustischen Kontrolle des Signals diente ein Lautsprecher, der an den
Intrazellularverstarker angeschlossen war. Die Aufzeichnung der Signale erfolgte auf
einem Videoband und auf dem Messrechner. Fur die Computeraufzeichnung wurde
zum einen das von Wolfgang Walkowiak entwickelte Programm (VR 100) verwendet,
zum anderen das Programm Dasylab 32 (Datalog, V 5.5), fir dessen Anwendung der
Rechner eine DAP 2400a/6-Karte (Microstar Laboratories, Inc.) enthielt. Die
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Abbildung der elektrophysiologischen Antworten auf einen Stimulus war getriggert.
Die Triggerung erfolgte Uber den Intervall-Generator, der Uber den A/D-Wandler mit
dem Computer verbunden war.

Zur elektrischen Abschirmung waren der Kreuztisch mit der darauf befestigten
Ableitkammer und den Stimulationselektroden sowie der Elektrodenvorschub mit
dem Messkopf des Vorverstarkers von einem Faradaykafig umgeben. Eine visuelle
Kontrolle der Elektrodenpositionierung war anhand eines Binokulars (Zeiss)
gewahrleistet. Dieses war, unabhdngig vom Kreuztisch, auf einem
schwingungsgedampften Tisch befestigt.

Abb. 3 zeigt die Ableitsituation in der Durchflusskammer, in Abb.4 ist das
schematische Schaltbild der Versuchsanlage dargestellt.

Abb. 3: Ableitkammer fur die invitro-Untersuchungen. Abgebildet ist die
Ableitkammer mit dem darin fixierten in vitro-Ganzhirnpraparat und der Ableit- (A)
bzw. Stimulationselektrode (S).
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Abb.4: Schematisches Schaltbild der Versuchsapparatur.© = Ausgang, ®=Eingang,
— =Datenleitung, =Triggerleitung, ------- = Stimulationsleitung, A = Ableit-
elektrode, S = Stimulationselektrode

2.3.2. Ableit- und Stimulationselektroden

2.3.2.1. Ableitelektroden

Fir die elektrophysiologischen Ableitungen wurden scharfe Glasmikroelektroden
verwendet. Sie wurden mit einem Micropipetten-Puller (Sutter Instruments Co.,
Flaming/Brown, Modell P-87) aus Borosilicatglaskapillaren mit Filament (Hilgenberg,
Lange 70 mm, AufRendurchmesser 1,5 mm, Innendurchmesser 0,87 mm, Filament
0,2 mm) gezogen.

Die  extrazellularen  Ableitelektroden  wurden |uftblasenfrei mit  einer
3 M Natriumacetat-Lésung geflllt. Falls im Anschluss an die Ableitungen ein
Tracingexperiment vorgesehen war, wurde eine 10 %-ige Neurobiotin-Losung in
0,3 M Natriumacetat verwendet. Der Elektrodenhalter enthielt eine reine
Natriumacetat-Losung mit einer der Elektrodenflullung entsprechenden Molaritat. Die
Spitzen der  Extrazellularelektroden  wurden  vor der  Untersuchung
heruntergebrochen. Die Impedanz der mit 3 M Natriumacetat-Loésung geflllten
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Elektroden betrug nach dem Herunterbrechen 3 -6 MQ und bei den mit der
Neurobiotin-Losung gefillten Elektroden 6 - 15 MQ.

Die intrazellularen Ableitelektroden wurden mit einer 2 M Kaliumacetat-Losung
gefullt. Falls ein Neuron im Anschluss an die Intrazellularableitung markiert werden
sollte, wurde eine 3 %-ige Neurobiotin-Losung in 0,3 M Kaliumacetat-Losung
verwendet. Zur Fullung des Elektrodenhalters diente eine reine Kaliumacetat-Losung
entsprechender Molaritat. Die Impedanz der verwendeten Intrazellularelektroden lag
im Bereich von 60 - 150 MQ. Bei den Neurobiotin-Elektroden betrug die Impedanz
80 - 230 MQ.

2.3.2.2. Stimulationselektroden

Als Stimulationselektroden am Ramus posterior des N. VIII bzw. am N. Il dienten
Saugelektroden aus Glas. Fur deren Herstellung wurden Pasteurpipetten durch
Feuerpolieren leicht gekrimmt und auf einen passenden Offnungsdurchmesser
geschmolzen. In die Saugelektroden wurde ein chlorierter Silberdraht (Plano) mit
einem Durchmesser von 0,25 mm eingefihrt, ein zweiter Silberdraht wurde von
aullen bis zur Spitze um die Elektrode gewickelt. Beide Drahte wurden am oberen
Ende mit Kabeln verlotet, die fur die elektrische Stimulation mit der Reizisoliereinheit
verbunden wurden (vgl. 2.3.1.). Die obere Offnung der Saugelektrode wurde (iber ein
Stuck Schlauch mit einem Dreiwegehahn verbunden, an den Uber einen weiteren
Schlauch eine Injektionsspritze angeschlossen war. Die Saugelektroden wurden vor
dem Versuchsbeginn mittels der Mikromanipulatoren so positioniert, dass ihre
Offnung unmittelbar vor dem Ende des N. VIII oder des N. Il lag. Mit Hilfe der Spritze
konnte dann ein Unterdruck in der Saugelektrode erzeugt werden, wodurch
Ringerlosung aus der Kammer und der Nervenast in sie eingezogen wurden. Die
ausreichende Isolierung der Nervenaste konnte durch die Verwendung
unterschiedlicher Spitzendurchmesser erreicht werden, leitender Kontakt zu den
chlorierten Silberdrahten wurde durch die Ringerlosung gewahrleistet.

2.3.3. Allgemeiner Versuchsablauf

Um eine bessere Ubersichtlichkeit zu gewahrleisten wird an dieser Stelle nur der
allgemeine Versuchsablauf beschrieben. Detaillierte Angaben zu den jeweiligen
Versuchsbedingungen der physiologischen und anatomischen Studien finden sich in
Kap. 2.4. bzw. 2.5..
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Das isolierte Hirnpraparat wurde so in der Kammer fixiert, dass, je nach der
geplanten Ableitung, die dorsale oder die ventrale Seite von oben frei zuganglich
war. Bei Ableitungen im Thalamus war in der Regel die dorsale Seite nach oben
ausgerichtet, bei Ableitungen im Striatum die ventrale Seite. Bezogen auf den
Ableitort wurden jeweils die contralaterale N.VIII und N.II in die
Stimulationselektroden eingezogen (vgl. 2.3.2.2.). Zur Stimulation dienten
rechteckféormige Spannungspulse von 200 ys Dauer. Diese Stimulusdauer hatte sich
als geeignet erwiesen, um konstante Antworten ohne Ubermallige Gewebebelastung
zu erhalten (Luksch 1994). Die Amplitude der Stimuli wurde so eingestellt, dass sie
gerade Uber dem Wert lag, bei der eine maximale Amplitude der
elektrophysiologischen Antwort registriert werden konnte; die Werte lagen zwischen
7 und 13 V. Die Einstellung der tbrigen Stimulationsparameter (Interstimulusintervall,
Pulsart, Frequenz) erfolgte, je nach Art des durchgeflihrten Experimentes, wie in
Kap. 2.4.1. und Kap. 2.4.2. beschrieben.

Anschlie®end wurde der Kreuztisch derart in X/Y-Richtung verschoben, dass sich der
Ableitort unterhalb der am Elektrodenvorschub befestigten Ableitelektrode befand.
Die Ableitelektrode wurde zunachst bis in die Badlésung abgesenkt. Uber einen
Bruckenabgleich des Intrazellularverstarkers wurde die Elektrodenimpedanz
kompensiert. Dann wurde die Elektrode in 10 um groRen Schritten weiter abgesenkt,
bis sie auf dem Gewebe aufsetzte. Das Aufsetzen konnte sowohl auf dem Monitor
anhand eines Potentialsprungs als auch akustisch wahrgenommen werden. Das
Aufsetzen der Elektrode auf das Gewebe wurde als Nullpunkt der Eindringtiefe in das
Gewebe definiert. Die bei dem weiteren Eindringen in das Gewebe zurlickgelegte
Strecke wurde mittels des Zahlers des Elektrodenvorschubs registriert. Das
Vorschieben der Elektrode und die Zellpenetration erfolgten wie in Kap. 2.4.1. und
Kap. 2.4.2. beschrieben.

Die regqistrierte  Potentialdifferenz  wurde stimulationsgetriggert auf dem
Computerbildschirm dargestellt und gegebenenfalls auf der Festplatte des
Messrechners gespeichert. Zusatzlich wurde die gesamte Ableitung kontinuierlich auf
Videoband aufgezeichnet.
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2.4. Extrazellular- und Intrazellularableitungen

2.4.1. Extrazellularableitungen

Im Rahmen der Arbeit sollte u. a. geklart werden, wie diejenigen thalamischen Kerne,
die auditorischen Eingang erhalten, mit telencephalen Kerngebieten verbunden sind.
Zu diesem Zweck wurde eine elektrophysiologische Kartierung des Diencephalon
von Hyla versicolor mit extrazellularen Tracingstudien kombiniert.

Mit Hilfe der Kartierung wurde ermittelt, welche thalamischen Kerne an der
Verarbeitung auditorischer Signale beteiligt sind. Es wurden extrazellulare
Ableitungen an definierten Ableitorten des Diencephalon durchgefihrt, wahrend der
Ramus posterior des N. VIII elektrisch stimuliert wurde. Der Einstich der Elektroden
erfolgte von dorsal und wurde anhand von gut sichtbaren Landmarken ausgerichtet.
So bildete beispielsweise das caudale Ende der Fissura sagittalis die rostrale
Landmarke. Weitere Orientierungspunkte waren der Ventriculus tertius und der
Ubergang des Diencephalon in das Tectum opticum auf Hoéhe der Medianlinie.

Die Einstichorte a bis h lagen auf zwei Linien, die in einem Abstand von 300 um bzw.
600 um parallel zur Medianlinie des Gehirns verliefen, in rostro-caudaler Richtung
lagen die Einstichorte jeweils 200 ym auseinander. Abb. 5 zeigt schematisch die
Ableitsituation.

Abb. 5: Schematische Darstellung der Ableitsituation wahrend der Kartierung des
Diencephalon von Hyla versicolor. Die Punkte zeigen die Lage der Einstichorte
a bis h der Ableitelektrode (A) im dorsalen Diencephalon. Der Ramus posterior (Rp)
des contralateralen N. VIII wird mit Hilfe der Saugelektrode (S) elektrisch stimuliert.
Fur Abkurzungen siehe Liste am Ende der Arbeit.
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Nach dem Aufsetzen wurde die Elektrode in 10 um Schritten vorgeschoben. Jeweils
nach 100 ym wurden die durch eine Stimulation des N. VIII evozierten Potentiale
(EPs) registriert. Pro Stimulationsparameter wurden zehn aufeinander folgende
Ableitungen gespeichert, die fur die Auswertung der Daten im Computer gemittelt
wurden, um das Signal-Rausch-Verhaltnis zu verbessern. Als Standardstimulus
diente bei den Registrierungen im Diencephalon ein einfacher Puls (200 ys Dauer).
Da Vorexperimente zeigten, dass die Neuronen der verschiedenen thalamischen
Kerne stark habituierten, wurde bei den Kartierungen ein Interstimulusintervall von
30 s eingehalten.

Im Anschluss an eine Kartierung wurde ein neuronaler Marker im Bereich der
maximalen auditorischen Aktivitat appliziert, um die efferenten und afferenten
Verbindungen der umgebenden Neuronen zu untersuchen (vgl.2.5.2.). Der
Applikationsort des Markers diente gleichzeitig als Orientierungspunkt fir die
Rekonstruktion der Ableitorte einer Kartierung. So konnte nach der Aufarbeitung des
Gehirns (vgl. 2.5.4.) anhand der Lage des Applikationsortes die genaue Lage der
anderen Ableitorte bestimmt werden.

Eine entsprechende Kartierung wurde im Striatum durchgefuhrt. Die Einstichorte
lagen auf einer Linie in 750 um Entfernung von der Medianlinie, sie waren in
rostrocaudaler Richtung jeweils 200 um voneinander entfernt. Nach dem Einstich
wurde die Elektrode in 10 ym-Schritten vorgeschoben. Jeweils nach 100 um wurden
EPs als Antwort auf eine Stimulation des N. VIII aufgezeichnet. Als Landmarken
dienten in diesem Fall das Chiasma opticum und die Fissura sagittalis als mediale
Unterteilung der telencephalen Hemispharen. Bei einigen Extrazellularableitungen im
Striatum von Bombina orientalis wurde zusatzlich zum N. VIII der N. Il elektrisch
stimuliert. Bei Hyla versicolor diente als Standardstimulus am N. VIII eine Pulsserie
von 5 Pulsen (jeweils 200 ys Dauer, 40 Hz, 50 s Interstimulusintervall). Bei Bombina
orientalis diente als Standardstimulus am N. VIII und am N. Il jeweils ein einfacher
Puls (200 pys Dauer, 50 s Interstimulusintervall).

2.4.2. Intrazellularableitungen

Um die elektrophysiologischen Antworteigenschaften einzelner Neuronen auf
auditorische oder visuelle Reizung zu untersuchen, wurden Intrazellularableitungen
im Striatum durchgefuhrt.

Die Ableitelektrode wurde nach dem Aufsetzen auf das Gewebe (vgl. 2.3.3.) in 10 ym
Schritten bis an die Grenze des Kerngebietes vorgeschoben. Innerhalb des
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Kerngebietes erfolgte der Vorschub in 3-5 um Schritten. Nach 1-5 Schritten wurde
die Tickle-Funktion (Kapazitatsiberkompensation) des Intrazellularverstarkers
betatigt, um das Penetrieren der Zellmembran zu erleichtern. Ein plotzlicher
Potentialsprung, der auf dem Oszilloskop beobachtet werden konnte, wurde als Indiz
fur eine erfolgreiche Zellpenetration gewertet. Wenn sich die Ableitung als stabil
erwies und eine Antwort auf eine Stimulation zu beobachten war, wurde mit der
Registrierung begonnen. Falls die Elektrode mit dem Marker geflllt war, konnte im
Anschluss an eine erfolgreiche Registrierung eine Fullung des Neurons
vorgenommen werden (vgl. 2.5.3.).

Die Stimulation erfolgte am N. VIII bzw. am N. Il (Standardstimuli wie in Kap. 2.4.1.
angegeben). Um sicher zu stellen, dass beide Nerven intakt waren, wurde vor Beginn
der Intrazellularableitungen eine Kontrollableitung mit einer Extrazellularelektrode
durchgefuhrt. Wurden bei den Extrazellularableitungen EPs als Antwort auf einen
elektrischen Stimulus der Nerven registriert, wurde mit den Intrazellularableitungen
begonnen.

2.5. Tracingstudien und Einzelzellanfarbungen

2.5.1. Verwendeter Marker

Sowohl bei den extrazellularen Tracingstudien als auch bei intrazellularen
Einzelzellfarboungen wurde in den vorliegenden Studien das Biotin-Derivat
Neurobiotin ~ (N-(2-aminoethyl)biotinamid-hydrochlorid, Molecular Probes) als
neuronaler Marker verwendet.

Mit einem Molekulargewicht von 286 Da handelt es sich bei Neurobiotin um ein
relativ kleines Molekul. Dies gewahrleistet eine schnelle Diffusion des Markers in der
Zelle und die Markierung auch sehr feiner Fortsatze in grofer Entfernung vom
Applikationsort. Neurobiotin wird sowohl anterograd als auch retrograd in den
Neuronen transportiert (Kita & Armstrong 1991).

FUr eine intrazellulare Applikation von Neurobiotin werden allgemein scharfe
Glasmikroelektroden verwendet, die mit einer Neurobiotin-Lésung gefullt sind. Aus
der Elektrode kann der Marker selektiv durch einen positiven Strom ausgetrieben
werden. Neurobiotin zeigt eine sehr gute Loslichkeit auch in hoch konzentrierten
Elektrolytlosungen, so dass Elektroden mit einem relativ hohen Widerstand
hergestellt werden konnen, die eine Kombination der Markerapplikation mit
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elektrophysiologischen Ableitungen erlauben (Kita & Armstrong 1991). Extrazellular
kann Neurobiotin kristallin oder in geldster Form Uber eine Druckinjektion bzw. durch
lontophorese appliziert werden (Huang et al. 1992; Lapper & Bolam 1991;
Barnes et al. 1994; Kita & Armstrong 1991).

Die Biotinkomponente von Neurobiotin weist eine hohe Avidin-Affinitat auf. Diese
Eigenschaft erlaubt den Gebrauch einer Reihe sehr sensitiver und vergleichsweise
einfach durchzufihrender Nachweismethoden. Dabei kdnnen beispielsweise Avidin-
gekoppelte Fluoreszenzmarker zum Einsatz kommen, welche die Kombination von
Tracingstudien mit immunohistochemischen Untersuchungen ermdoglichen. Diese
Praparate sind jedoch nicht lichtbestandig. Der in der vorliegenden Arbeit
angewandte  Avidin-HRP-Diaminobenzidin-Nachweis  erlaubte  hingegen die
Herstellung dauerhaft haltbarer Praparate, die unter dem Lichtmikroskop bzw. unter
dem Elektronenmikroskop ausgewertet werden konnten (Kita & Armstrong 1991).

2.5.2. Extrazellulare Tracingstudien

Far die Untersuchung der Konnektivitat verschiedener Kerngebiete im Di- und
Telencephalon wurden Tracingstudien durchgeflhrt. Der Tracer Neurobiotin wurde
iontophoretisch appliziert. Die Starke des positiven Applikationsstroms lag bei dem
uberwiegenden Anteil der durchgefiihrten Experimente zwischen 150 und 200 nA,
bei zwei Experimenten betrug er 25nA. Als Stromquelle diente die
lontophoreseeinheit des Intrazellularverstarkers, der tatsachliche Stromfluss wurde
mit einem Strommessgerat am ,Current monitor“-Ausgang des Intrazellular-
verstarkers kontrolliert. Die Applikationszeit betrug 30 min.

Nach der Tracerapplikation wurde das Gehirn fir 12 -48 h in Frosch-Ringer im
Klhlschrank aufbewahrt. Damit wurde eine ausreichende Zeit flir den anterograden
und retrograden Transport des Tracers bis in alle Auslaufer der Neuronen
gewahrleistet. AnschlieBend erfolgte die Aufarbeitung des Praparates wie unter
Kap. 2.5.4. beschrieben.

Da Neurobiotin sowohl anterograd als auch retrograd transportiert wird (vgl. 2.5.1.),
lassen sich bei einer extrazellularen Tracerapplikation sowohl die Efferenzen als
auch die Afferenzen der Neuronen des Applikationsgebietes ermitteln. So wird
Neurobiotin zum einen von denjenigen Neuronen aufgenommen, deren Somata in
der unmittelbaren Nahe des Applikationsortes liegen und Uber deren Axone der
Tracer anterograd bis in die axonalen Terminalien transportiert wird (efferente
Projektionen). Zum anderen werden durch den Tracer Neuronen markiert, deren
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Axone im Bereich des Applikationsortes terminieren und in deren Somata der Tracer
retrograd transportiert wird (afferente Projektionen). Bei der Interpretation solcher
Tracingstudien ist zu beachten, dass prinzipiell auch solche Axone den Tracer
aufnehmen konnen, die nicht im Applikationsgebiet terminieren, sondern nur
hindurch ziehen (Fibers of Passage). Weiterhin ist zu beachten, dass auch die Axone
der retrograd markierten Neuronen den Marker aufnehmen. Das bedeutet, dass
axonale Verzweigungen retrograd markierter Neuronen und anterograd markierte
Terminalien nicht unterschieden werden konnen, was zu einer Fehlinterpretation der
Befunde fihren kann. Um eine eindeutige Aussage uber die Efferenzen und
Afferenzen einer Neuronenpopulation zu erhalten, ist es daher erforderlich, reziproke
Applikationen in denjenigen Kerngebieten durchzufihren, deren Konnektivitat
untersucht werden soll. Erst wenn Kontrollapplikationen die Tracingstudien in einem
bestimmten Kerngebiet bestatigen, kann eine sichere Aussage Uber die
Verschaltungen der beiden Gebiete gemacht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Tracingstudien in verschiedenen thalamischen
Kernen, im Striatum, im Septum laterale und im Septum mediale durchgefuhrt. Zur
Beurteilung der Verschaltungen dieser Kerngebiete untereinander konnten die
Tracingstudien gegenseitig als Kontrollapplikationen herangezogen werden.
Zusatzliche Kontrollapplikationen wurden im Pallium mediale, in der Area praeoptica
anterior, im posterioren Tuberculum und im Torus semicircularis durchgefthrt.

Im Diencephalon wurde eine Tracerapplikation in der Regel im Anschluss an eine
extrazellulare Kartierung (vgl. 2.4.1.) durchgefuhrt. Dabei wurde der Tracer jeweils an
der Stelle des zu untersuchenden thalamischen Kerngebietes appliziert, an der eine
maximale Amplitude als Antwort auf eine Stimulation des N. VIII registriert wurde. Es
wurde angenommen, dass sich an diesen Stellen Neuronen konzentrieren, die an
der Verarbeitung auditorischer Signale beteiligt sind. Anhand der Tracerapplikationen
sollte ermittelt werden, welche afferenten und efferenten Verbindungen diese
Neuronen mit dem Striatum bzw. den septalen Kernen haben. Elektrophysiologische
Studien hatten gezeigt, dass diese Kerngebiete an der Verarbeitung auditorischer
Signale beteiligt sind (vgl. 1.2.). Es gab jedoch keine Erkenntnisse daruber, welche
Bereiche dieser Kerngebiete auditorische Eingange erhalten. Mit Hilfe der
Tracingstudien sollte ermittelt werden, ob es innerhalb des Striatum bzw. der
septalen Kerne der Anuren bestimmte Subareale gibt, in denen die Axone
auditorischer Neuronen des Thalamus verstarkt terminieren.
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2.5.3. Intrazellulare Einzelzellanfarbungen

Im Anschluss an eine erfolgreiche Intrazellularableitung (vgl. 2.4.2.) wurden einige
Zellen mit dem Marker Neurobiotin geflllt. Die Markierung erlaubte eine
Identifizierung der physiologisch charakterisierten Neuronen und eine Untersuchung
ihrer Anatomie und der axonalen Projektionen. Wegen der komplexen und
weitlaufigen Projektionen der markierten Neuronen wurde pro Gehirn nur ein Neuron
gefullt.

Die Fullung erfolgte iontophoretisch mittels eines dreimindtigen positiven Stromes
von 3 nA. Im Anschuss an die Fullung wurde das Gehirn flr ca. 48 h in Frosch-
Ringer im Kuhlschrank aufbewahrt, damit der Marker in alle axonalen Projektionen,
die sich zum Teil Uber eine Strecke von uber 8 mm erstreckten, transportiert werden
konnte. Die Aufarbeitung des Praparates erfolgte wie in Kap. 2.5.4. beschrieben.

2.5.4. Aufarbeitung der Praparate

2.5.4.1. Fixierung

Im Anschluss an die Inkubationszeit in Frosch-Ringer wurde das Gehirn in eine
Fixatividsung Uberfuhrt. Diese Losung bestand aus 4 % Paraformaldehyd (Serva)
und 1,25 % Glutaraldehyd (Serva) in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4). Die Fixierung
erfolgte Uber Nacht im Kuhlschrank (6 - 8 °C). Um Uberschissige Fixatividsung zu
entfernen, wurde das Gehirn anschlie3end dreimal je 1 h in 0,1 M Phosphatpuffer
gewaschen.

2.5.4.2. Schneiden

Vor dem eigentlichen Schneidevorgang wurde das Gehirn in Agar eingebettet. Fur
die Herstellung des Einbettmediums wurde 4 % Agar (Merck) in 0,1 M
Phosphatpuffer aufgekocht und nach kurzer Abkuhlung in eine Eiswurfelform
gegossen. Das fixierte Gehirn wurde in der zahflissigen Agarmasse senkrecht
ausgerichtet, anschlieRend liel¥ man den Agarblock im Kihlschrank fir etwa 15 min
ausharten. Danach wurde er mit einer Rasierklinge auf eine Grundflache von 0,5 cm?
und eine Hohe von 1 cm getrimmt. Dieser Block wurde mit Sekundenkleber auf dem
Boden eines Vibratomtisches (D.S.K. Microslicer, DTK-3000) festgeklebt. Der
Schneidepuffer (0,1 M Phosphatpuffer) wurde wahrend des Schneidevorgangs von
unten mit Eis gekuhlt, wodurch eine bessere Stabilisierung des Agarblocks
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gewahrleistet wurde. Die Schnittdicke war auf 50 um eingestellt. Die Schnitte wurden
mit einem Pinsel aufgefangen und auf Objekttrager aufgezogen, die mit
0,05 % Chromalaun und 0,5 % Gelatine beschichtet waren. Durch das
anschlieende Trocknen der Objekttrager auf einer Warmeplatte (1 h, 40 °C) gingen
die in den Agar eingebetteten Schnitte eine Verbindung mit der Beschichtung ein und
hafteten fest auf dem Objekttrager.

2.5.4.3. Nachweisreaktion

Vor der eigentlichen Nachweisreaktion wurden die Schnitte Uber Nacht mit einer
Losung von 0,5 % Triton X-100 (Serva) und 2 % Streptavidin, gekoppelt an
Meerrettichperoxidase (HRP, Amersham Life Science) in 0,1 M Phosphatpuffer
inkubiert. Das Detergens Triton X-100 machte die Zellmembranen pords und damit
durchlassig flur das Nachweisreagens. Dieses besitzt eine hohe Affinitat zu Biotin und
lagerte sich daher an die Biotinkomponente des Markers in den zuvor geflllten Zellen
an. Um ein AbflieRen des Inkubationsmittels zu verhindern, wurden die Objekttrager
mit einer hydrophoben Flussigkeit (Pap-Pen, SCI Science Services) umrandet.

Um Uberschissige Reste des Inkubationsmittels zu entfernen, wurden die
Objekttrager am nachsten Tag zunachst dreimal je 10 min in 0,1 M Phosphatpuffer
gewaschen. Unter dem Abzug wurde eine LOosung aus 1,64 g Natriumacetat,
5 g Ammonium-Nickel-Sulfat, 80 mg Kobalt(ll)-Chlorid, 80 mg Ammoniumchlorid und
4 mg Glucoseoxidase (Sigma) in 100 ml H,O dest. hergestellt. In einem zweiten
Ldsungsansatz wurden 100 mg DAB (3,3-Diaminobenzidin-4-Hydrochlorid, 0,05 %,
Serva) in 100 ml H,O dest. geldst. Die Losungen wurden vermischt und nach Zugabe
von 400 mg D(+)-Glucose-Monohydrat vorsichtig Uber die auf dem Boden einer
Glaswanne liegenden Objekttrager gegossen. Der Farbnachweis fand nach der
Glucoseoxidase-Diaminobenzidin-Nickel-Methode (Shu et al. 1988) statt. Die
Glucoseoxidase katalysierte die Oxidation von Glucose, bei dieser Reaktion wurde
Wasserstoffperoxyd freigesetzt. Letzteres oxidierte unter Katalyse des Enzyms HRP
das Chromogen Diaminobenzidin (DAB), wodurch es zu einer braun-schwarzen
Farbung kam. Die zugesetzten Schwermetalle flihrten zu einer Intensivierung der
Schwarzung (Adams 1981). Der Verlauf der Farbung wurde unter dem Binokular
kontrolliert, um eine zu starke Hintergrundfarbung zu verhindern. Die Reaktion wurde
durch eine Uberfiihrung der Objekttrager in 0,1 M Phosphatpuffer gestoppt.

Nach drei Waschschritten in Phosphatpuffer verlief die Entwasserung in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (40 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 96 % und 100 %
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Ethanol) fur je 6 min sowie Isopropanol fir 10 min und Xylol fir zweimal 10 min. Zum
Schluss wurden die Objekttrager mit Corbitbalsam (Hecht) eingedeckelt.

2.6. Auswertung

2.6.1. Physiologische Befunde

2.6.1.1. Extrazellularableitungen

Bei den Extrazellularableitungen wurden die Latenz, der Zeitpunkt des
Amplitudenmaximums, die Dauer und die Amplitude der EPs bestimmt. Die
Auswertung erfolgte mit den bereits bei der Datenaufzeichnung verwendeten
Programmen (vgl. 2.3.1.), mit deren Hilfe die gemittelten Ableitspuren dargestellt und
vermessen werden konnten.

Als Latenz galt die Zeitspanne zwischen Stimulusbeginn und dem Beginn der EPs.
Fur die Angabe der Dauer wurde die Zeitspanne zwischen dem Antwortbeginn und
demjenigen Zeitpunkt angegeben, an dem das Potential wieder den Ausgangswert
vor der Stimulation (Nulllinie) erreichte. Die maximalen Amplituden der EPs wurden
von der Nulllinie ausgehend bestimmt. Der Zeitpunkt des Amplitudenmaximums
entsprach der Zeitspanne zwischen Stimulusbeginn und demjenigen Zeitpunkt, an
dem die maximale Amplitude erreicht wurde.

2.6.1.2. Intrazellularableitungen

Bei den Intrazellularableitungen wurde die Latenz und die Dauer der Gesamtantwort
entsprechend Kap. 2.6.1.1. bestimmt. Die Latenzen und Dauern der intrazellularen
Antworten eines Neurons waren bei einem bestimmten Stimulus in der Regel
konstant und konnten daher mit Hilfe der gemittelten Ableitspuren bestimmt werden.
Falls die Werte stark variierten, wurden die Ableitspuren einzeln ausgewertet und ein
Mittelwert gebildet.

Einige Antworten zeigten Kombinationen aus inhibitorischen und exzitatorischen
Anteilen. Bei diesen Antworten wurden die Latenzen und Dauern der
unterschiedlichen Anteile getrennt bestimmt. Als Latenz galt auch hier die Zeit
zwischen Stimulusbeginn und dem Beginn des exzitatorischen bzw. inhibitorischen
Anteils der Antwort, die Dauer der Anteile wurden entsprechend Abb. 6 bestimmt.
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Abb. 6: Beispiel fur die Bestimmung der Latenz (A) und der Dauer (B) exzitatorischer
(e) und inhibitorischer (i) Anteile einer intrazellularen Antwort.

2.6.1.3. Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit der Tabellenkalkulationssoftware
Sigma Stat V 2.03 (SPSS Science) und Excel 2002 (Microsoft). Aus den
Einzelwerten der unterschiedlichen Versuchsansatze wurden Mittelwerte berechnet.
Bei einem Vergleich zweier Wertegruppen wurde der Standardfehler ermittelt, in den
ubrigen Fallen wurde die Standardabweichung angegeben. Fir den Vergleich zweier
Wertegruppen wurden bei Erfullung der Kriterien gleicher Varianz und
Normalverteilung der t-Test von Student herangezogen. Bei Nichterfullung eines der
Kriterien kam der Mann-Whitney Rank Sum Test (U-Test) zur Anwendung. In beiden
Fallen lieferten die Tests die Wahrscheinlichkeit (p) fir den a-Fehler, d.h. dafiir, dass
die Annahme eines signifikanten Unterschieds falsch war (Kreyszig 1982;
Sachs 1984). War p > 0,05 galt der Unterschied als nicht-signifikant (n.s.). In den
ubrigen Fallen wurde der p-Wert in Tabellen angegeben oder in Abbildungen durch
einen Stern gekennzeichnet.

2.6.2. Anatomische Befunde

2.6.2.1. Mikroskop

Die Schnitte mit den markierten Zellstrukturen wurden unter dem Lichtmikroskop
(Leica DM LB) bei 100 - 400facher VergroRerung analysiert. Auf dem Fotostutzen
des Mikroskops war eine Digitalkamera (Pixera) installiert, mit deren Hilfe einzelne
Schnitte abfotografiert werden konnten. Ein am Mikroskop befestigter Zeichentubus
erlaubte die zeichnerische Erfassung markierter neuronaler Strukturen. Das
Ausmessen der Somata, Dendriten und Axone erfolgte mit Hilfe eines
Objektmikrometers (0,01 mm, Wild Heerbrugg).
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2.6.2.2. Nomenklatur

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Nomenklatur bezieht sich flir das
Telencephalon auf Northcutt & Kicliter (1980), fur das Diencephalon auf Neary und
Northcutt (1983) und fur alle weiteren Gehirnabschnitte auf Ten Donkelaar (1998a).
Die verwendeten Abkurzungen sind am Ende der Arbeit aufgefuhrt.

Da die Lage des Nucleus accumbens anhand von immunohistochemischen
Farbungen in der aktuellen Literatur bei Rana perezi und Xenopus laevis neu
definiert wurde (Marin et al. 1998d), wurden die Grenzen dieses Kerngebietes mit
Hilfe von Tyrosin-Hydroxylase-Immunfarbungen fir die hier verwendeten Arten
festgelegt (Endepols, personliche Mitteilung). Bei der Lage der amygdalaren
Kerngebiete wurden ebenfalls neuere Forschungsergebnisse von Gerhard Roth,
Universitat Bremen (personliche Mitteilung) berucksichtigt, nach denen bei Anuren
eine mediale, laterale und centrale Amygdala unterschieden werden kann.

2.6.2.3. Tracingstudien

Bei den Tracingstudien wurde die Verteilung von retrograd geflllten Somata und
anterograd geflllten axonalen Terminalien im Gehirn beurteilt. Die Lage und
Ausdehnung der einzelnen Kerngebiete im Gehirn konnte mit Hilfe des
Phasenkontrastes des Mikroskops sichtbar gemacht werden, wodurch auf eine
Gegenfarbung zur Sichtbarmachung der Neuronen verzichtet werden konnte.

Einzelne Schnitte wurden mittels der Digitalkamera abfotografiert. Zusatzlich wurden
Schemata reprasentativer Querschnitte des Gehirns angefertigt, die alle wichtigen
Bereiche, in denen angefarbte Strukturen zu finden waren, abdeckten. Daflir wurden
Transversalschnitte eines Gehirnes, bei dem die Somata mit Hilfe einer
Nissl-Farbung (Schnell-Nissl-Methode, Burck 1988, die Praparate wurden im Institut
von Ingrid Markus hergestellt) sichtbar gemacht waren, mittels der Digitalkamera
abfotografiert. Anschlieliend wurden die Digitalfotografien in Corel Photo-Paint 8.0
und Corel Draw 8.0 (Corel Graphics) weiter bearbeitet, wobei jeweils die Umrisse des
gesamten Schnittes und die Umrisse der Kerngebiete entsprechend der oben
genannten Nomenklaturen erfasst wurden. In diesen Querschnitten wurden
schematisch die bei einzelnen Tracingstudien markierten Somata und axonalen
Fasern dargestellt.

Um einen Uberblick Uber die Starke der afferenten und efferenten Verbindungen zu
geben, wurden zu jedem der untersuchten Kerngebiete Tabellen angefertigt, in
denen die Dichte retrograd markierter Somata und anterograd markierter Terminalien
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in verschiedenen Kerngebieten beurteilt wurde. Ausgewertet wurden die Schnitte
vom Telencephalon bis zur Eintrittsstelle des N. VIII in die Medulla oblongata. Es
wurde angegeben, ob die Dichte der Somata bzw. Axone in einem Kerngebiet sehr
gering (+), gering (++), hoch (+++) oder sehr hoch (++++) war. Da die GroRe der
Applikationsstelle einen Einfluss auf die Starke des Tracings hatte, konnte diese
Beurteilung nur relativ erfolgen. Als Referenz fur eine sehr hohe Dichte diente dabei
das Kerngebiet, in dem die Applikation erfolgte und in dem folglich die meisten
Neuronen markiert waren. Angaben zu einer sehr geringen Dichte wurden gemacht,
wenn nur einzelne Neuronen eines Kerngebietes retrograd markiert waren bzw.
wenn wenige axonale Fasern mit Varikositaten in das Kerngebiet und/oder in das
angrenzende Neuropil zogen. Bei einigen Tracingstudien im gleichen Kerngebiet
variierte innerhalb der untersuchten Individuengruppe die Dichte markierter
Neuronen bzw. Axone in den Zielgebieten sehr stark. In diesen Fallen wurden in der
Tabelle der minimale bzw. der maximale Wert der Dichte angegeben, die innerhalb
der Individuengruppe gefunden wurden (beispielsweise ++ /++++ wenn die Dichte
bei einigen Praparaten gering, bei anderen jedoch sehr hoch war).

Da fur die Beurteilung der funktionellen Bedeutung der Verschaltungen wichtig ist, ob
die Verbindungen eines Kerngebietes ipsilateral oder contralateral sind, wurde dieser
Aspekt ebenfalls bertcksichtigt. Aulerdem stellte sich heraus, dass die Dichte der
markierten Axone und Somata innerhalb einiger Kerngebiete nicht homogen war. In
den entsprechenden Fallen wurden Angaben uUber die Lage in der rostrocaudalen
bzw. dorsoventralen Ausdehnung des Kerngebietes in die Tabelle aufgenommen.
Falls die Innervierung des angrenzenden Neuropils eines Kerngebietes sehr stark
von der direkten Innervierung der Somata differierte, wurde auch dies berucksichtigt.

Aus den Angaben in den Ubersichtstabellen kénnen prinzipiell Riickschliisse auf die
Starke der afferenten und efferenten Projektionen des untersuchten Kerngebietes
gezogen werden. Es ist jedoch zu beachten, dass sichere Angaben zu den
Verbindungen eines Kerngebietes nur moglich sind, wenn zweiseitige Kontrollen
durchgefuhrt werden (vgl. 2.5.2.). AuRerdem ist zu berucksichtigen, dass die Dichte
axonaler Terminalien in einem Kerngebiet abhangig ist von dem Verzweigungsgrad
der axonalen Endigungen. Wenn beispielsweise die gleiche Anzahl von Neuronen in
zwei Kerngebiete projiziert, so erscheint die Dichte axonaler Terminationsstrukturen
bei stark verzweigten Axonen in einem Kerngebiet sehr viel hoher, als wenn sich die
Axone der gleichen Anzahl von Projektionsneuronen in einem anderen Kerngebiet an
ihren Endigungen wenig oder gar nicht verzweigen. Um eine Aussage uUber die
Starke der Projektionen machen zu konnen, wurden daher die Tracingstudien in
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einem bestimmten Kerngebiet mit den vorhandenen Kontrollapplikationen verglichen.
Differierten die Angaben zur Starke einer Projektion, war die Anzahl retrograd
markierter Somata ausschlaggebend fir die Beurteilung. Der Vergleich der
Tracingstudien mit den Kontrollen wurde in Ubersichtsschemata zusammengefasst.

Da die thalamo-telencephalen Verbindungen im Mittelpunkt des Interesses standen,
wurde bei den Tracingstudien in den thalamischen Kernen die Anzahl retrograd
markierter Somata im Telencephalon statistisch erfasst. Dabei sollte ermittelt werden,
ob sich die Projektionsneuronen zum Thalamus in bestimmten Bereichen des
Striatum, des Pallium mediale und der septalen Kerne konzentrierten. Jedes
Kerngebiet wurde in einen caudalen, einen intermediaren und einen rostralen
Abschnitt eingeteilt, indem die Gesamtzahl der Hirnquerschnitte, die das jeweilige
Kerngebiet umfasste, gedrittelt wurde.

Eine vergleichbare Statistik wurde fur die Tracingstudien im Striatum durchgefuhrt.
Anhand dieser Auszahlungen sollte ermittelt werden, wie die Neuronen innerhalb des
Striatum verschaltet waren. Aufgrund der hoheren Anzahl markierter Neuronen
konnte das Kerngebiet bei diesen Auszahlungen in neun Teilabschnitte eingeteilt
werden, wodurch eine bessere raumliche Auflésung gegeben war.

2.6.2.4. Einzelzellanfarbungen

Die intrazellular markierten Einzelneuronen wurden zeichnerisch rekonstruiert. Dazu
wurden die gefarbten Zellbereiche einzelner Schnitte mit Hilfe des Zeichentubus auf
Entwurfpapier abgezeichnet, das auf einem Leuchttisch (Rex) befestigt war. Nach
Ubertragung samtlicher markierter Zellbereiche im Gehirn auf Papier wurden die
Zeichnungen aufeinander folgender Schnitte zu einer zweidimensionalen
Rekonstruktion des Neurons zusammengefugt. Die Zeichnungen wurden
anschlielend eingescannt (Hewlett Packard Scandet 4c), mit dem Programm Corel
OCR-Trace 8.0 vektorisiert und in Corel Draw weiter bearbeitet. Flr die endgultige
Darstellung wurden wiederum reprasentative Schnittebenen ausgewahlt, die alle
Kerngebiete, in denen axonale Terminalien gefunden wurden, abdeckten. Die
entsprechenden Schnitte wurden mit Hilfe der Digitalkamera eingelesen und die
Umrisse sowie die Lage der Kerngebiete mit Hilfe der Zeichenfunktion von Corel
Draw erfasst. Die rekonstruierten Strukturen des gefarbten Neurons mehrerer
aufeinander folgender Schnitte wurden in diese Umrisszeichnung eingeflgt.
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3. Ergebnisse

3.1. Extrazellularableitungen

3.1.1. Methodische Befunde

Mit Hilfe der verwendeten Extrazellularelektroden konnten im Di- und Telencephalon
reproduzierbar evozierte Potentiale (EPs) als Antwort auf eine Stimulation des N. VIl
bzw. N. Il registriert werden.

Um Artefakte auszuschlieRen wurden Kontrollen in der Badlésung und im
Nervengewebe durchgefihrt. In der Badlésung wurden sowohl bei Registrierungen
unmittelbar Uber der dorsalen Oberflache des Di- und Telencephalon als auch bei
Registrierungen in ca. 100 um Entfernung von den Stimulationselektroden keine EPs
als Antwort auf einen Stimulus registriert. Bei Registrierungen in 10 ym Einstichtiefe
waren im dorsalen Diencephalon unmittelbar oberhalb der thalamischen Kerne
ebenfalls keine EPs zu beobachten. Eine spezifische Reizantwort auf eine
Stimulation des N. VIII bzw. N. Il konnte bei Kontrollen im ventromedialen Thalamus
von Bombina orientalis festgestellt werden. Bei einer Stimulation des N. VIII wurden
negative EPs registriert, bei einer Stimulation des N. Il waren sie hingegen positiv
(Abb. 7).

31



ERGEBNISSE

A A
WWMWWlW st hn
AT b oty
B A

Lnthepblpeprira ) 015 mV

) 50 ms

Abb. 7: EPs im ventromedialen Thalamus von Bombina orientalis. A Stimulation des
N. VIII B Stimulation des N. Il C Gleichzeitige Stimulation des N. VIII und N. Il. Die
Pfeile markieren die Stimulusartefakte.

3.1.2. Extrazellularableitungen im Diencephalon

3.1.2.1. Durchgefiihrte Experimente

Extrazellularableitungen im Diencephalon wurden insgesamt an 23 Individuen von
Hyla versicolor durchgefuhrt.

Erfolgreiche Kartierungen des Diencephalon gelangen bei 6 Individuen. Diese
Registrierungen wurden zum Vergleich der Latenzen, Amplituden und Dauern der
EPs in den jeweiligen thalamischen Kernen herangezogen. Da sich bei
Registrierungen Uber mehrere Stunden teilweise eine Verringerung der Amplitude
der EPs zeigte, wurden im Anschluss an eine Kartierung Kontrollen am Ausgangsort
durchgefuhrt. Ausgewertet wurden nur Kartierungen, bei denen die Amplituden der
EPs der Kontrollen mindestens 80 % der Amplituden 2zu Beginn der
Extrazellularableitungen betrugen. Die Latenzen der EPs blieben auch bei
mehrstindigen Registrierungen unverandert.

Bei den ubrigen 17 Individuen wurden lediglich in einzelnen thalamischen Kernen
Extrazellularableitungen durchgefihrt. Diese Registrierungen dienten in der Regel
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der exakten Platzierung des neuronalen Tracers Neurobiotin am Ort der maximalen
Amplitude der EPs, um die Verschaltungen der Neuronenpopulationen in der
unmittelbaren Umgebung der Elektrodenspitze zu ermitteln. Die Latenzen,
Amplituden und Dauern dieser EPs wurden bei der statistischen Auswertung in
Kap. 3.1.2.2. und Kap. 3.1.2.5. berucksichtigt.

3.1.2.2. Vergleich der Amplitude bei unterschiedlichen
Interstimulusintervallen

Bei den Extrazellularableitungen im Thalamus stellte sich heraus, dass die
thalamischen Kerne als Folge einer repetitiven Stimulation des N. VIl eine sehr
starke Habituation zeigten: die Amplitude der Antwort nahm bei aufeinander
folgenden Stimuli ab, bis ein bestimmter, von der Wiederholungsrate des Stimulus
abhangiger Wert erreicht wurde. Dieser Effekt war reversibel: nach einer
Stimulationspause von 1 min wurde wieder die Ausgangsamplitude registriert. Um
eine gute Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, sollten die Extrazellularableitungen im
Diencephalon bei einer maximalen Amplitude der EPs durchgeflihrt werden. Aus
diesem Grund wurden Experimente durchgefuhrt, bei denen die Amplitude der EPs
im Thalamus von Hyla versicolor in Abhangigkeit von der Stimulationsrate bestimmt
wurde. Es wurden Messungen im posterioren, centralen, anterioren und
ventromedialen Thalamus jeweils am Ableitort der maximalen Amplitude
durchgefuhrt. Stimuliert wurde mit Interstimulusintervallen von 5s, 10's, 20’ s, 30 s,
40 s und 50 s. Mit der Aufzeichnung der Registrierungen wurde begonnen, sobald
die Amplitude der EPs stabile Werte angenommen hatte. Als Vor- und Nachkontrolle
dienten jeweils zehn gemittelte EPs bei einem Interstimulusintervall von 30 s. Die
gemittelten EPs bei den Ubrigen Interstimulusintervallen wurden mit dem Mittelwert
der Vor- und Nachkontrolle verglichen. Fir eine bessere Vergleichbarkeit wurden die
Werte normiert, als Bezugswert diente die Amplitude der EPs bei einem
Interstimulusintervall von 30 s (Abb. 8).
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Abb. 8: Abhangigkeit der Amplitude der EPs im Thalamus vom Interstimulusintervall.
A anteriorer Thalamus (n=5) B centraler Thalamus (n=7) C posteriorer Thalamus
(n=7) D ventromedialer Thalamus (n=7). Die Amplituden bei Interstimulusintervallen
zwischen 5s und 50 s wurden auf den Mittelwert der Vor- und Nachkontrolle bei
einem Interstimulusintervall von 30 s normiert. Angegeben sind die Mittelwerte
(x Standardfehler) der normierten Amplituden. Signifikante Unterschiede (p < 0,05)
gegenuber der Amplitude bei einem Interstimulusintervall von 30 s sind durch einen
Stern gekennzeichnet.

Es zeigte sich, dass im centralen, posterioren und ventromedialen Thalamus bei
Interstimulusintervallen von unter 20s und im anterioren Thalamus bei
Interstimulusintervallen von unter 10 s die mittlere Amplitude der EPs signifikant
verringert war. Um sicher zu sein, dass bei den Extrazellularableitungen die
maximale Amplitude der EPs gemessen wurde, wurde bei den Registrierungen im
Diencephalon ein Interstimulusintervall von 30 s verwendet. Die Latenz der EPs in
den thalamischen Kernen zeigte im Gegensatz zur Amplitude keine Abhangigkeit
vom Interstimulusintervall.
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3.1.2.3. Lokalisation der Ableitorte im Diencephalon

Die Rekonstruktion der Elektrodenpenetration an den Einstichorten a bis h mit Hilfe
der Markierungen im Gewebe (vgl. 2.4.1.) zeigte, welchen Kerngebieten die
Registrierungen in einer bestimmten Tiefe zuzuordnen waren. Fur die Ermittlung von
Latenz, Amplitude und Dauer der EPs wurden jeweils die Registrierungen an
denjenigen Ableitorten herangezogen, an denen die maximale Amplitude der EPs
gemessen wurde. Diese Ableitorte sind in Abb.9 markiert, die jeweiligen
Einstichtiefen sind in Tab. 1 angegeben.

abcd

Abb. 9: Schematische Darstellung der Ableitorte an den Einstichorten a bis h im
Diencephalon von Hyla versicolor. Die Linien stellen den Verlauf der
Elektrodenpenetration dar. Die Punkte markieren die Ableitorte und sind jeweils
100 um voneinander entfernt. Diejenigen Ableitorte, an denen im Verlauf der
Elektrodenpenetration  Amplitudenmaxima der EPs auftraten, sind dick
hervorgehoben. Die Lage der Einstichorte ist in der Ganzhirnaufsicht gezeigt.
Maldstab = 200 um, fir AbklUrzungen siehe Liste.

35



ERGEBNISSE

Tab. 1: Lokalisation der Ableitorte mit maximaler Amplitude der EPs an den
Einstichorten a bis d.

Ableitort mit maximaler Amplitude Hirngebiet
(Einstichort/Einstichtiefe [um])

a/800 posteriorer Thalamus (P)
a/1200 Neuropil

b/600 posteriorerThalamus (P)
b/1100 Neuropil

¢/500 centraler Thalamus (C)

¢/1000 ventromedialer Thalamus (VM)
d/500 anteriorer Thalamus (A)

d/900 ventromedialer Thalamus (VM)

3.1.2.4. Kartierungen im Diencephalon

Bei den Kartierungen zeigte sich, dass EPs nach einer Stimulation des N. VI
lediglich an den Einstichorten a bis d registriert wurden. Die EPs im Thalamus von
Hyla versicolor waren alle in die negative Richtung ausgelenkt. Typischerweise
wurde nach dem Erreichen des Amplitudenmaximums zunachst eine vergleichsweise
schnelle Repolarisation beobachtet, 70 - 100 ms nach Antwortbeginn verlangsamte
sich dieser Prozess jedoch und das Potential der Nulllinie wurde erst nach 7 - 18 s
erreicht. In Abb. 10 ist ein Beispiel fur eine Kartierung des Diencephalon an den
Einstichorten b bis d dargestellt.
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Die kurzesten Mittelwerte der Latenzen wurden mit 10,0 + 2,8 ms (n=4) am Ableitort
a/1200 gemessen, die langsten mit 16,0 £ 3,7 ms (n=6) am Ableitort d/500 im
anterioren Thalamus (Tab. 2).

Tab 2: Mittelwerte (+ Standardabweichungen) der Latenzen der EPs an den
Einstichorten a bis d im Diencephalon nach einer Stimulation des N. VIII.

Einstichort Latenz (ms)

a/800 14,5 + 3,4 (n=4)
a/1200 10,0 £ 2,8 (n=4)
b/600 14,8 + 3,6 (n=6)
b/1100 10,2 + 2,9 (n=6)
c/500 14,7 £ 4,0 (n=6)
¢/1000 12,5 + 3,1 (n=6)
d/500 16,0 £ 3,7 (n=6)
d/900 14,2 + 4,4 (n=6)

Bei zwei Kartierungen wurden am Einstichort a keine Registrierungen durchgefihrt.
Fir den Vergleich der Latenzen wurden die Werte daher auf den Ableitort ¢/500
normiert. Die mittleren Latenzen der ventral gelegenen Ableitorte (a/1200, b/1100,
¢/1000, d/900) zeigten eine signifikante Zunahme von caudal nach rostral. Bei den
dorsal gelegenen Ableitorten (a/800, b/600, c/500, d/500) war der Anstieg der Latenz
von caudal nach rostral hingegen nicht signifikant (Abb. 11). An den einzelnen
Einstichorten waren die mittleren Latenzen an den ventral gelegenen Ableitorten
jeweils kurzer als dorsal, signifikante Unterschiede (p <0,05) wurden an den
Einstichorten a und b bestimmit.

Die Amplituden der EPs wurden fir einen Vergleich ebenfalls normiert. Als
Bezugswert diente jeweils die Amplitude am Ableitort ¢c/500 im centralen Thalamus.
Bei den Kartierungen wurden die hochsten Amplituden jeweils im posterioren
Thalamus (a/800 und b/600) und die niedrigsten Amplituden im anterioren Thalamus
(d/500) gemessen (Abb. 11).

Die Gesamtdauer der EPs schwankte zwischen 7 und 18 s. Da sich die EPs nur sehr
langsam der Nulllinie annaherten, war die Gesamtdauer nur selten exakt zu ermitteln.
Auf eine statistische Erfassung der Werte wurde daher verzichtet.
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Abb. 11: Mittelwerte (+ Standardabweichungen) der normierten Latenzen (A) und
Amplituden (B) der EPs an den Einstichorten a bis d im Diencephalon nach einer
Stimulation des N. VIII. Die Werte wurden auf die Latenzen im centralen Thalamus
(c/500) normiert. r = Korrelationskoeffizient, p = Signifikanzniveau, n.s.= nicht
signifikant.
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3.1.2.5. Vergleich der EPs im centralen und ventromedialen Thalamus

Bei den EPs im ventromedialen Thalamus konnten bei mehreren Ableitungen zwei
negative Maxima unterschieden werden. Die meisten dieser Ableitungen wurden am
Einstichort ¢ durchgefuhrt. Die EPs im ventromedialen Thalamus (¢/1000) wurden mit
den EPs im centralen Thalamus (¢/500) verglichen. Das erste Amplitudenmaximum
im ventromedialen Thalamus (VM 1) wurde im Mittel 36,0 + 6,4 ms (n=7) nach dem
Stimulusbeginn erreicht, das zweite Maximum (VM Il) nach 61,1 £ 15,6 ms (n=7).
Das singulare Amplitudenmaximum im centralen Thalamus lag mit einem Mittelwert
von 46,9+7,5ms (n=7) zwischen diesen beiden Maxima. Alle Wertegruppen
unterschieden sich signifikant voneinander (Abb. 12).
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0 ‘ ‘ ‘
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Abb. 12: Zeitpunkt des Amplitudenmaximums nach Stimulusbeginn (Mittelwerte
+ Standardabweichung) am Einstichort c. Der ventromediale Thalamus wies zwei
Maxima auf (VM I, VM Il), der centrale Thalamus nur ein singulares Maximum (C).
Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Wertegruppen sind durch einen
Stern gekennzeichnet.

Abb. 13 zeigt beispielhaft die Elektrodenpenetration am Einstichort ¢ mit den
gemittelten Ableitspuren an den angegebenen Ableitorten. Die Zeitpunkte, nachdem
die maximalen Amplituden im centralen bzw. ventromedialen Thalamus erreicht
wurden, sind markiert. Die Abbildung zeigt aullerdem die Applikationsstelle des
Tracers Neurobiotin an dem Ableitort mit der maximalen Amplitude im
ventromedialen Thalamus.
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3.1.3. Extrazellularableitungen im Striatum

3.1.3.1. Durchgefiihrte Experimente

Im Telencephalon wurden Extrazellularableitungen im ventrolateralen Bereich der
Hemispharen durchgefuhrt. Dort befindet sich nach der Nomenklatur von Kicliter und
Northcutt (1980) das Striatum. Erfolgreiche Registrierungen wurden bei 5 Individuen
von Hyla versicolor und 3 Individuen von Bombina orientalis durchgefuhrt.

3.1.3.2. Vergleich der Amplitude im Striatum bei unterschiedlichen
Interstimulusintervallen

Wie der Thalamus zeigte das Striatum eine starke Habituation als Reaktion auf eine
repetitive Stimulation des N. VIIl. Daher wurden auch in diesem Kerngebiet
Vorexperimente durchgeflhrt, bei denen die Amplitude der EPs in Abhangigkeit vom
Interstimulusintervall bestimmt wurde. Auf diese Weise sollte sowohl fir die
Extrazellular- als auch fur die Intrazellularableitungen im Striatum bestimmt werden,
bei welchem Interstimulusintervall eine maximale Antwort ausgeldst werden konnte.
Bei den Vorexperimenten wurden Interstimulusintervalle von 5s, 10s, 20s, 30 s,
50 s, 70 s und 90 s bei Hyla versicolor (n=4) und Bombina orientalis (n=2) getestet,
als Stimulus diente der jeweilige Standardstimulus (vgl. 2.4.1.). Vor- und
Nachkontrollen wurden entsprechend der Experimente im Thalamus durchgeflihrt
(vgl. 3.1.2.2.). Fur eine bessere Vergleichbarkeit wurden die Werte normiert, als
Bezugswert diente die Amplitude der EPs bei einem Interstimulusintervall von 30 s.
Bei Bombina orientalis wurde zusatzlich die Habituation des Striatum als Antwort auf
eine Stimulation des contralateralen N. Il getestet (n=2).
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Abb. 14: Abhangigkeit der Amplitude der EPs im Striatum vom Interstimulusintervall.
A Hyla versicolor, Stimulation N. VIl (n=4). B Bombina orientalis, Stimulation N. II
(n=2). Die Amplituden bei Interstimulusintervallen zwischen 5 s und 90 s wurden auf
den Mittelwert der Vor- und Nachkontrolle bei einem Interstimulusintervall von 30 s
normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ Standardfehler) der normierten
Amplituden. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) gegentber der Amplitude bei einem
Interstimulusintervall von 30 s sind in A durch einen Stern gekennzeichnet. In
B wurde aufgrund der geringen Stichprobenzahl auf einen Signifikanztest verzichtet.

Es zeigte sich, dass bei einer Stimulation des N. VIII im Striatum sowohl bei Hyla
versicolor als auch bei Bombina orientalis die Amplitude der EPs bei den getesteten
Interstimulusintervallen von 5- 90 s anstieg, ohne dass stabile Werte erreicht
wurden. Bei einer Stimulation des N. Il erreichte die Amplitude der EPs bereits friher
stabile Werte, aufgrund der geringen Stichprobe war allerdings kein aussagekraftiger
Signifikanztest moglich. Die Latenz der EPs im Striatum zeigte im Gegensatz zur
Amplitude keine Abhangigkeit vom Interstimulusintervall. Da ein Interstimulusintervall
von Uber 90 s bei den Untersuchungen sehr unpraktikabel gewesen ware, wurde bei
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den Extrazellularableitungen im Striatum ein Standard-Interstimulusintervall von 50 s
verwendet.

3.1.3.3. Lokalisation der Ableitorte im Striatum

Die Einstichorte x bis z befanden sich im caudalen, intermediaren und rostralen
Striatum. Abb. 15 zeigt den Verlauf der Elektrodenpenetrationen von ventral nach
dorsal. Bei allen Registrierungen befanden sich die Ableitorte innerhalb des Striatum.

[

Xyz

Abb. 15: Schematische Darstellung der Ableitorte an den Einstichorten x bis z im
caudalen, intermediaren und rostralen Striatum von Hyla versicolor. Gezeigt sind
schematische Transversalschnitte der linken telencephalen Hemisphare. Die Linie
stellt den Verlauf der Elektrodenpenetration von ventral nach dorsal dar. Die Punkte
markieren die Ableitorte und sind jeweils 100 ym voneinander entfernt. Die
Schnittebenen sind in der Ganzhirnaufsicht gekennzeichnet. Mal3stab = 500 um, fur
Abkurzungen siehe Liste.

3.1.3.4. Kartierungen im Striatum

Die Registrierung von EPs im Striatum erwies sich als sehr viel schwieriger, als im
Diencephalon. Auch wenn Vorkontrollen im Thalamus typische EPs mit grofen
Amplituden zeigten, wurden im Striatum haufig keine Antworten registriert.
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Bei Hyla versicolor stellte sich heraus, dass das Striatum keine Antworten auf einen
einfachen Puls zeigte, wahrend komplexe Stimuli zur Auslosung von EPs fuhrten. Bei
Vorexperimenten (n=3) erwies sich ein Stimulus von 5 Pulsen und 40 Hz als optimal,
um eine maximale Amplitude der EPs zu erzielen (Abb. 16).
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Abb. 16: Abhangigkeit der Amplitude der EPs von der Pulsrate im Striatum von Hyla
versicolor. Getestet wurden bei drei Individuen Stimuli mit jeweils 5 Pulsen und
Pulsraten zwischen 20 und 40 Hz entsprechend der Angaben in der Abbildung.

Bei vier von funf Individuen von Hyla versicolor, bei denen uberhaupt EPs als Antwort
auf eine Stimulation des N. VIII ausgel6st wurden, wurden lediglich im caudalen
Striatum (Einstichort x) EPs registriert. Nur bei einem Individuum traten auch bei den
weiter rostral gelegenen Einstichorten y und z EPs auf. Als Antwort auf eine
Stimulation des N. VIl wurden im Striatum von Hyla versicolor negative EPs
registriert. Wegen der experimentellen Schwierigkeiten konnten die Kartierungen im
Striatum nicht bezuglich rostraler und caudaler Unterschiede ausgewertet werden. Im
caudalen Striatum (Einstichort x) lag die Amplitude im Mittel bei 245 + 33 pV (n=5),
die Latenzen betrugen im Mittel 37,6 £ 14,0 ms (n=5), die maximale Amplitude
wurde im Mittel 126,1 £ 39,6 ms (n=5) nach Stimulusbeginn erreicht und der
Mittelwert der Gesamtdauer der EPs lag bei 199,8 £ 44,3 ms (n=4). Ausgewertet
wurden an jedem Einstichort die EPs mit der maximalen Amplitude. Abb. 17 zeigt
typische EPs im Striatum von Hyla versicolor am Ableitort x in unterschiedlichen
Einstichtiefen. Die maximale Antwort auf einen Stimulus wurde im ventrikelnahen
Bereich der Somata registriert.
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Abb. 17: Registrierung von EPs im caudalen Striatum von Hyla versicolor als Antwort
auf eine Stimulation des contralateralen N. VIII. Auf der linken Seite ist der Verlauf
der Elektrodenpenetration von ventral nach dorsal in einem schematischen
Transversalschnitt des caudalen Telencephalon (Einstichort x) dargestellt. Auf der
rechten Seite sind die gemittelten Ableitspuren an den durch Punkten markierten
Ableitorten gezeigt. Die Pfeile markieren die Stimulusartefakte. FUr Abklrzungen
siehe Liste.

Ursprunglich waren die elektrophysiologischen Untersuchungen nur an Hyla
versicolor geplant. Bombina orientalis erwies sich jedoch fur die
Intrazellularableitungen als besser geeignet (vgl. 3.3.1.). Da vor Beginn der
Intrazellularableitungen im caudalen Striatum Kontrollableitungen mit einer
Extrazellularelektrode durchgefihrt wurde, um die Intaktheit der stimulierten Nerven
zu kontrollieren (2.4.2.), wurden auch bei einigen Individuen von Bombina orientalis
EPs im Striatum aufgezeichnet. Die Latenzen, Amplituden und Dauern dieser
Antworten wurden ebenfalls ausgewertet. Bei Bombina orientalis wurden, anders als
bei Hyla versicolor, auch bei einem einfachen elektrischen Puls am N. VIl EPs im
Striatum registriert. Die EPs wiesen wie im Striatum von Hyla versicolor eine negative
Amplitude auf (vgl. Abb.18). Die Amplitude der EPs lag im Mittel bei
380 £ 28 pV (n=3). Der Mittelwert der Latenz der EPs betrug 35,7 £ 2,3 ms (n=3).
Die maximale Amplitude wurde im Mittel 72,7 £ 10,2 ms (n=3) nach Stimulusbeginn
erreicht. Die Gesamtdauer der EPs lag im Mittel bei 70,3 £ 11,0 ms (n=3).
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3.1.3.5. Vergleich der EPs bei einer Stimulation des N. Vil und des N. I

Im Striatum von Bombina orientalis wurden im Striatum neben den Antworten auf
eine Stimulation des N. VIll auch die Antworten auf eine Stimulation des N. Il
registriert.  Als  Antwort auf eine  Stimulation des N.Il (1 Puls,
50 s Interstimulusintervall) zeigte das Striatum negative EPs (Abb. 18) mit einer
mittleren Latenz von 37,7 £ 9,3 ms (n=3), die maximale Amplitude wurde im Mittel
60,6 + 10,6 ms (n=3) nach Stimulusbeginn erreicht. Die Amplitude dieser EPs wurde
mit der Amplitude der EPs nach einer Stimulation des N. VIII verglichen. Es zeigte
sich, dass die Amplitude der EPs im Striatum nach einer Stimulation des N. Il um
354 + 169 % hoher waren als nach einer Stimulation des N. Il (n=3).

Stimulation N. VIlI Stimulation N. I

Abb. 18: EPs im caudalen Striatum nach einer Stimulation des N. VIII bzw. N. Il. Die
Pfeile markieren die Stimulusartefakte.

3.2. Extrazellulare Tracingstudien

3.2.1. Methodische Befunde

Der Marker Neurobiotin wurde am Applikationsort vollstandig von den umgebenden
Neuronen aufgenommen. Die Neuronen, die an den Applikationsort grenzten, waren
gleichmalig tiefschwarz markiert. Ihre Dendritenbdaume waren bis in die distalen
Spitzen angefarbt und dendritische Dornen (Spines) waren lichtmikroskopisch gut zu
erkennen. Der Applikationsort war in der Regel kugelformig. Der Durchmesser
variierte zwischen 20 und 155 pm, er konnte anhand der Starke des
Applikationsstroms bestimmt werden. Bei gro3eren Applikationen war das Gewebe in
der Mitte des Applikationsortes durch die Stromeinpragung zerstort.

Ein anterograder Transport war auch bis in entfernte Hirnregionen zu beobachten.
Bei Tracerapplikationen im Striatum waren beispielsweise axonale Projektionen Uber
eine Entfernung von udber 8 mm bis in das Rickenmark zu verfolgen. Die Axone
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waren in allen Bereichen gleichmalig angefarbt. Der retrograde Transport war
prinzipiell gut. Retrograd markierte Somata waren in der Regel auch in mehreren
Millimetern Entfernung tiefschwarz angefarbt. Allerdings waren bei einigen Tracings
auch schwach grau markierte Somata zu finden. Dies war in der Regel auf
Schwierigkeiten bei der Aufarbeitung der Gehirne zurlickzuflhren, beispielsweise auf
ungleichmaRig dicke Hirnschnitte wahrend des Schneidevorgangs am Vibratom. Eine
Transportzeit von 24 - 48 h erwies sich als optimal, um intensive Anfarbungen von
Neuronen auch in weit entfernten Hirnregionen zu erzielen.

FUr die Auszahlung retrograd markierter Neuronen im Telencephalon wurden nur
diejenigen Tracingstudien herangezogen, bei denen die telencephalen Schnitte
vollstandig erhalten waren. Die Ergebnisse wurden mit den anderen Tracingstudien
qualitativ verglichen und standen jeweils in guter Ubereinstimmung. Bei den
Applikationen im Thalamus wurden nur relativ wenige retrograd markierte Neuronen
im Telencephalon gefunden. Dies erklart sich durch den geringen Durchmessers der
Applikationsorte. Die Befunde kdnnen dennoch als reprasentativ fur die Verteilung
der Projektionsneuronen in den telencephalen Kerngebieten angesehen werden.

3.2.2. Durchgefuihrte Experimente

Erfolgreiche Tracingstudien wurden an 43 Tieren durchgefuhrt. Bei der
uberwiegenden Anzahl der Studien wurden Individuen der Art Hyla versicolor
verwendet (n=36).
durchgefuhrt (n=7).

Gesamtprojektionen des Striatum mit den Projektionsmustern einzelner intrazellular

Zusatzlich wurden Tracingstudien bei Bombina orientalis

Diese Tracingstudien erlaubten einen Vergleich der

markierter Neuronen von Bombina orientalis (vgl. 3.3.3.).

Tab. 3: Ubersicht tber die durchgefiihrten Tracingexperimente. Die Bezeichnung des
jeweiligen Applikationsortes gibt an, in welchem Kerngebiet der Tracer appliziert
wurde. Fur Abkurzungen siehe Liste.

Applikationsort | Spezies/Datum ' Lage des Durchmesser
Applikationsortes in des
der rostrocaudalen | Applikationsorte
Ausdehnung des s® (um)
Kerngebietes 2
LS 1 Hv/050800 c Schnitt defekt °
LS 2 Hv/280800 [ 140
LS 3 Hv/021000 r 40
LS 4 Hv/041000 (1) i-r 70
LS5 Hv/041000 (2) r 135
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LS 6 Hv/230600 r 30
LS 7 Hv/250702 [ 110
MS 1 Hv/260700 [ 45
MS 2 Hv/300800 c 115
MS 3 Hv/051000 i-r 50
MS 4 Hv/050701 i 20
MS 5 Hv/280801 c Schnitt defekt *
MP 1 Hv/140700 I 140
Str 1 Bo/070600 i 50
Str 2 Hv/160101 i-C 30
Str 3 Hv/050201 c 60
Str 4 Bo/270701 c 70
Str5 Bo/301101 c 90
Str6 Bo/280502 r 90
Str7 Bo/110602 r 110
Str 8 Hv/020902 r 125
A1 Hv/271000 r 45
A2 Hv/170801 c 50
A3 Hv/040702 i 40
C1 Hv/191099 i-r 40
C2 Hv/031299 i 55
C3 Hv/100200 i-r 10
P 1 Hv/291199 i-r 40
P2 Hv/151299 i-C 70
P3 Hv/030702 r 50
VM 1 Hv/201099 i-r 55
VM 2 Hv/051199 [ 45
VM 3 Hv/050100 i 50
VM 4 Hv/040700 i-C 45
VM 5 Hv/010900 i-r 125
VM 6 Hv/200900 i-r 115
VM/A 1 Hv/121099 clc 115
VM/TP 1 Hv/140100 clr 45
SC 1 Hv 130101 r 20
TP 1 Hv/281100 c Schnitt defekt
POa 1 Hv/240702 i 155
POa 2 Bo/260702 r 110
T Bo/110602 c 100

1
2

Hv = Hyla versicolor ; Bo = Bombina orientalis
¢ = caudal ; i = intermediar ; r = rostral

® Es ist jeweils der maximale Durchmesser angegeben. Bei einigen Tracingstudien
war der Schnitt mit der Applikationsstelle defekt, so dass keine Angabe zum

Durchmesser der Applikationsstelle gemacht werden konnte.
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O I

Abb. 19: Schematische Transversalschnitte durch das Tel-, Di- und Mesencephalon.
Dargestellt ist die Lage der Applikationsorte der Tracingstudien in der dorsoventralen
bzw. mediolateralen Ebene des Gehirns. Die Lage innerhalb der rostrocaudalen
Ausdehnung des jeweiligen Kerngebietes ist Tab. 3 zu entnehmen. Applikationsorte,
deren Grole aufgrund fehlender Schnitte nur abgeschatzt werden konnte, sind
schraffiert. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirnaufsicht gekennzeichnet.
Maldstab = 500 um, fur AbklUrzungen siehe Liste.
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3.2.3. Befunde zu den thalamischen Kernen

3.2.3.1. Verbindungen des posterioren Thalamus

Der posteriore Thalamus war mit einer Vielzahl von Kerngebieten im Vorderhirn,
Hirnstamm und Riickenmark verschaltet. Tab. | (Anhang) gibt einen Uberblick tber
die Verbindungen.

Afferenzen:

Den Uberwiegenden Teil seiner Afferenzen erhielt der posteriore Thalamus von der
ipsilateralen Seite. Falls zusatzlich Afferenzen von der contralateralen Seite vorlagen,
waren sie nur schwach.

Projektionen telencephaler Kerngebiete zum posterioren Thalamus waren insgesamt
nur sehr schwach. Im Pallium mediale und im Septum laterale wurden bilateral sehr
wenige retrograd markierte Neuronen gefunden. Im ipsilateralen Striatum waren,
hauptsachlich im caudalen Bereich, mehrere Somata markiert (Abb. 20). In der
medialen Amygdala waren ipsilateral einzelne angefarbte Neuronen zu sehen.

Afferenzen aus der praoptischen Region waren nur schwach. Im Bereich des
ipsilateralen Nucleus entopeduncularis posterior wurden einzelne retrograd markierte
Neuronen gefunden, deren Zuordnung zu dem Kerngebiet jedoch nicht immer
eindeutig war. Die starksten thalamischen Afferenzen erhielt der posteriore Thalamus
aus dem ipsilateralen ventromedialen und ventrolateralen Thalamus (Abb. 21). Im
contralateralen ventromedialen Thalamus waren wenige Neuronen markiert.
Aulerdem wurden auf der contralateralen Seite wenige retrograd markierte Somata
im posterioren Thalamus gefunden. Afferenzen aus dem centralen Thalamus waren
auf die ipsilaterale Seite beschrankt und nur schwach (Abb. 21). Auch im ipsilateralen
anterioren Thalamus waren nur wenige Neuronen markiert. Im Nucleus Bellonci
waren einige Somata angefarbt. Afferente Projektionen aus dem Hypothalamus
waren nur schwach, lediglich im ventralen Hypothalamus waren ipsilateral einige
Neuronen markiert, welche Uber die rostrocaudale Ausdehnung des Kerngebietes
verstreut lagen. Afferenzen aus dem posterioren Tuberculum waren auf die
ipsilaterale Seite beschrankt, die Projektionsneuronen lagen insbesondere im
ventralen Bereich des Kerngebietes.
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Abb. 21: Mikrofotografien von Transversalschnitten im Diencephalon von Hyla
versicolor nach einer Neurobiotin-Applikation im posterioren Thalamus. A Markierte
neuronale Strukturen im Bereich der Applikationsstelle (Pfeil). B Markierte neuronale
Strukturen im ipsilateralen centralen und ventromedialen Thalamus. Im
ventromedialen Thalamus sind wesentlich mehr Somata und axonale Terminalien
markiert als im centralen Thalamus. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirnaufsicht
gekennzeichnet. Malistab = 100 ym, flr Abklrzungen siehe Liste.

Im praetectalen und praetoralen Grau waren ipsilateral etliche Neuronen markiert,
contralateral war ihre Anzahl deutlich geringer. Im Tectum opticum war im
mediodorsalen Bereich eine groflere Gruppe von Neuronen markiert, ipsilateral
waren aullerdem Neuronen Uber die gesamte ventrikelnahe Zellschicht verteilt.
Afferenzen aus dem Torus semicircularis beschrankten sich auf den ipsilateralen
Nucleus laminaris, die Projektionsneuronen befanden sich insbesondere im caudalen
Bereich des Kerngebietes. Im anterioren Tegmentum waren im ventralen Bereich
Neuronen markiert, deren Anzahl ipsilateral relativ hoch war. In den Uubrigen
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Bereichen des Tegmentum wurden bilateral nur einzelne angefarbte Somata
gefunden. Im Nucleus lemnisci lateralis waren ipsilateral sehr wenige Neuronen
markiert. Vergleichsweise starke Afferenzen erhielt der posteriore Thalamus aus
Kernen der ipsilateralen Formatio reticularis, insbesondere aus dem Nucleus
reticularis superior und aus dem Nucleus reticularis medius. Contralateral waren in
beiden Kerngebieten einzelne Neuronen markiert. Im Griseum centrale befanden
sich bilateral einzelne angefarbte Neuronen.

Efferenzen:

Der posteriore Thalamus wies eine Vielzahl von efferenten Projektionen zu Kernen
des Diencephalon und des Hirnstammes auf, dartber hinaus zogen axonale Fasern
bis in das Rickenmark. Der grofdte Teil dieser efferenten Projektionen war bilateral,
wobei die ipsilateralen Projektionen jeweils starker waren.

Im Telencephalon wurden nur sehr wenige axonale Terminalien gefunden; es ist
anzunehmen, dass sie von retrograd markierten Neuronen in telencephalen
Kerngebieten stammten. Diese Axone wiesen groftenteils nur wenige Varikositaten
auf und befanden sich im Neuropil des Striatum, des Nucleus accumbens und des
Nucleus des Diagonalen Bandes von Broca. Im ventralen Neuropil der medialen
Amygdala verliefen bilateral axonale Fasern mit wenigen Varikositaten, die zum Teil
bis in das Kerngebiet zogen. Im Bereich des Nucleus entopeduncularis anterior
wurden bilateral axonale Terminalien gefunden.

In der praoptischen Region waren, insbesondere ipsilateral, wenige varikose Axone
markiert. Zum Nucleus entopeduncularis posterior zogen ipsilateral sehr viele stark
varikose Fasern, contralateral war ihre Anzahl wesentlich geringer. In allen
thalamischen Kernen wurden bilateral axonale Terminalien beobachtet, wobei die
Projektionen zur contralateralen Seite deutlich schwacher waren. Besonders starke
Projektionen zeigte der posteriore Thalamus zum ventromedialen, ventrolateralen
und posterodorsalen lateralen Thalamus der ipsilateralen Seite. Projektionen zum
Nucleus Bellonci, posteroventralen lateralen, anterioren und centralen Thalamus
waren deutlich schwacher (vgl. auch Abb. 21). Im Bereich des Hypothalamus
verliefen nur sehr wenige Axone, die vermutlich von den retrograd markierten
Neuronen im Kerngebiet stammten. Im posterioren Tuberculum waren bilateral
wenige axonale Terminalien markiert.

Im praetectalen und praetoralen Grau wurden ipsilateral sehr viele axonale
Terminalien gefunden, Uber die Commissura tecti und die Commissura posterior
zogen einige Fasern zur contralateralen Seite. Im Tectum opticum war auf der

54



ERGEBNISSE

ipsilateralen Seite insbesondere die innerste Zellschicht stark von einem Netz feiner
varikoser Fasern durchzogen, aulerdem verliefen etliche Fasern im lateralen
Neuropil; contralateral waren weniger Axone markiert. Im Torus semicircularis
wurden hauptsachlich im Nucleus laminaris bilateral axonale Terminalien gefunden.
Im Nucleus principalis und magnocellularis war ihre Dichte nur gering, insbesondere
contralateral waren nur vereinzelt Axone zu sehen. Im Tegmentum waren
insbesondere im anterioren Bereich bilateral Terminalien markiert; contralateral war
ihre Dichte jeweils schwacher. Wenige axonale Projektionen verliefen im Bereich des
ipsilateralen Nucleus lemnisci lateralis und der Oliva superior. Im Nucleus
dorsolateralis terminierten bilateral wenige Axone, wobei die Dichte axonaler Fasern
contralateral etwas hoher erschien. In verschiedenen Kernen der Formatio reticularis,
im Nucleus visceralis secundarius und im Griseum centrale wurden bilateral ebenfalls
axonale Terminalien gefunden. Uber den Hirnstamm hinaus zogen Axone bis in das
Ruckenmark.

Angaben zu weiteren Verbindungen des posterioren Thalamus mit kleineren
Kerngebieten sind Tab. | (Anhang) zu entnehmen. Abb. 22 zeigt in reprasentativen
Transversalschnitten die Verteilung der markierten Somata und Axone.

Vergleich mit den Kontrollen:

Die Befunde der Kontrollapplikationen standen in guter Ubereinstimmung mit den
Tracingstudien im posterioren Thalamus. So bestatigten Kontrollen im Pallium
mediale, Septum laterale und Striatum schwache Projektionen zum posterioren
Thalamus. Bei Kontrollapplikationen in der Area praeoptica anterior wurden im
ipsilateralen posterioren Thalamus wenige axonale Fasern mit Varikositaten sowie
einzelne retrograd markierte Neuronen gefunden, die eine sehr schwache reziproke
Verbindung zwischen den beiden Kerngebieten nahelegen. Applikationen in den
verschiedenen Thalamuskernen standen in sehr guter Ubereinstimmung mit den
Tracingstudien im posterioren Thalamus. Kontrollen im Torus laminaris bestatigten
Projektionen zum posterioren Thalamus. Der Vergleich der Tracingstudien im
posterioren Thalamus mit den Kontrollen im Telencephalon und im Thalamus ist in
den Ubersichtsschemata in Abb.37 bis Abb.39 am Ende von Kap.3.2.
zusammengefasst.
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Abb. 22: Tracingstudie im posterioren Thalamus. Dargestellt sind schematische
Transversalschnitte durch das Gehirn, welche die Verteilung von markierten Somata
(Dreiecke) und axonalen Fasern (feine Linien) nach einer iontophoretischen
Applikation von Neurobiotin im posterioren Thalamus (schwarzer Bereich in
Schnittebene G, siehe Pfeil) zeigen. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Aufsicht
dargestellt. Mal3stab = 500 pm, fur Abkurzungen siehe Liste.
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3.2.3.2. Verbindungen des centralen Thalamus

Der centrale Thalamus war mit zahlreichen Kerngebieten des Vorderhirns, des
Hirnstamms und des Riickenmarks verschaltet. Tab. Il (Anhang) gibt einen Uberblick
uber die Verbindungen.

Afferenzen:

Die Ursprungsgebiete afferenter Verbindungen des centralen Thalamus waren zum
groldten Teil auf die ipsilaterale Seite beschrankt. Die wenigen Eingange aus
contralateralen Arealen waren nur sehr schwach.

Afferenzen aus dem Telencephalon waren insgesamt schwach. Im Pallium mediale
und im Septum laterale waren bilateral sehr wenige Somata mit dem Marker gefulit.
Die vergleichsweise starksten Afferenzen erhielt der centrale Thalamus aus dem
ipsilateralen Striatum. Dabei konzentrierte sich die Mehrzahl der retrograd markierten
Somata auf den &aulersten caudalen Bereich des Striatum, wahrend im Ubrigen
Bereich des Kerngebietes nur einzelne Neuronen markiert waren (Abb. 23). Im
Ubergangsbereich des Striatum zum Nucleus entopeduncularis anterior waren
ipsilateral sehr wenige Neuronen angefarbt, weiter caudal wurden im Nucleus
entopeduncularis anterior keine markierten Neuronen gefunden.

Die starksten diencephalen Afferenzen erhielt der centrale Thalamus aus dem
ipsilateralen Nucleus entopeduncularis posterior. Im ipsilateralen Nucleus
suprachiasmaticus waren einige Neuronen markiert, insbesondere im dorsalen
Bereich des Kerngebietes. Im Thalamus wurden retrograd markierte Neuronen im
ventrolateralen Thalamus und im rostraler Bereich des ventromedialen Thalamus
gefunden. Aulierdem befanden sich markierte Somata in allen Kernen des dorsalen
Thalamus. Die thalamischen Afferenzen waren hauptsachlich auf die ipsilaterale
Seite beschrankt. Lediglich im dorsalen Bereich des posterioren Thalamus und im
caudalen bis intermediaren Bereich des ventromedialen Thalamus wurden sehr
wenige retrograd markierte Neuronen auf der contralateralen Seite gefunden.
Afferenzen aus dem Hypothalamus erhielt der centrale Thalamus bilateral
hauptsachlich aus dem rostralen Bereich des ventralen Hypothalamus. Im dorsalen
Hypothalamus waren nur auf der ipsilateralen Seite vereinzelt Somata angefarbt. Im
ipsilateralen posterioren Tuberculum waren ebenfalls Somata markiert, besonders im
ventralen Bereich.
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Im praetectalen und praetoralen Grau waren ipsilateral mehrere Neuronen und
contralateral nur sehr wenige Neuronen markiert. Im Tectum opticum waren
ipsilateral in den ventrikelnahen Zellschichten Neuronen angefarbt. Einen starken
Eingang erhielt der centrale Thalamus aus dem ipsilateralen Nucleus laminaris des
Torus semicircularis, auf der contralateralen Seite waren hingegen nur einzelne
Neuronen angefarbt. Afferenzen aus dem Nucleus principalis und magnocellularis
waren nur sehr schwach. Im ipsilateralen anterioren und posterioren Tegmentum
waren jeweils im dorsalen Bereich vergleichsweise viele Neuronen markiert. Weitere
Afferenzen aus dem Hirnstamm stammten bilateral aus dem Nucleus visceralis
secundarius, ipsilateral aus der Oliva superior und, sehr schwach, ipsilateral aus der
Formatio reticularis und aus dem Griseum centrale.

Efferenzen:

Der centrale Thalamus wies deutlich mehr ipsilaterale als bilaterale Efferenzen auf.
Falls Projektionen zur contralateralen Seite vorlagen, waren sie relativ schwach.

Sehr starke Projektionen verliefen zum ipsilateralen Striatum. Die Axone erreichten
das Striatum Uber das laterale Vorderhirnblindel und erstreckten sich Uber die
gesamte rostrocaudale Ausdehnung des Kerngebietes. Es handelte sich um feine
Fasern mit zahlreichen Varikositaten. Auffallig war, dass die Axone im caudalen
Bereich des Striatum hauptsachlich auf das laterale Neuropil beschrankt waren,
wahrend sie sich im intermediaren und rostralen Bereich zunehmend in der Nahe der
Somata konzentrierten (Abb. 24). Auf der contralateralen Seite wurden im caudalen
Striatum ebenfalls einzelne Axone gefunden. Sie enthielten jedoch nur wenige
Varikositaten und es konnte nicht eindeutig festgestellt werden, ob sie im Bereich des
Striatum terminierten oder weiter nach dorsal zogen. Uber das ipsilaterale Striatum
hinaus zogen Fasern in das Pallium laterale, wobei die meisten Axone im Bereich der
Somata des ventralen Pallium laterale terminierten. Einzelne Axone zogen weiter bis
zum dorsalen Pallium laterale. Die feinen Axone waren dicht mit Varikositaten
besetzt. Auch das contralaterale ventrale Pallium laterale erhielt schwache Eingange
aus dem centralen Thalamus. Auf beiden Seiten des Telencephalon erstreckten sich
die Terminalien im Pallium laterale Uber die rostrocaudale Ausdehnung des
Kerngebietes. Durch den ipsilateralen Nucleus accumbens verliefen einzelne Axone.
Das Septum laterale erhielt schwache Eingange aus dem centralen Thalamus, wobei
auf der contralateralen Seite nur sehr wenige Axone gefunden wurden, die
wahrscheinlich den retrograd markierten Neuronen im Septum laterale zuzuordnen
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Abb. 24: Neurobiotin-Tracing im centralen Thalamus von Hyla versicolor. Die
Mikrofotografien zeigen Transversalschnitte des Di- und Telencephalon mit den
markierten zelluldaren Strukturen. A Applikationsstelle (Pfeil). In der Mitte der
Applikationsstelle ist das Gewebe durch den La&sionsstrom zerstért, von den
umgebenden Neuronen wurde der Tracer wurde sehr gut aufgenommen.
B-D Axonale Terminationsgebiete der markierten Neuronen im ipsilateralen Striatum.
Beachte, dass im caudalen Striatum (B) die Terminalien hauptsachlich auf das
laterale Neuropil des Striatum beschrankt sind, wahrend sie im intermediaren (C) und
rostralen (D) Striatum zunehmend in das ventrikelnahe Kerngebiet ziehen.
Mafstab = 100 pm.
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waren. Im Septum mediale wurden bilateral nur im caudalen und intermediaren
Bereich axonale Terminalien gefunden, die insbesondere im caudalen Bereich in
einem Netz feiner varikoser Fasern vorlagen. Durch den Nucleus des Diagonalen
Bandes von Broca zogen bilateral Uber die gesamte rostrocaudale Ausdehnung
axonale Fasern, von denen allerdings nur einzelne Varikositaten aufwiesen. Auf
Hohe des Bulbus olfactorius accessorius wurden im Pallium mediale varikose Axone
gefunden, die sich in den pialen Schichten des Kerngebietes verzweigten. Auf der
ipsilateralen Seite zogen aus dem lateralen Vorderhirnblndel einige varikose Fasern
zu den Somata des Nucleus entopeduncularis anterior, auf der contralateralen Seite
wurden hingegen nur sehr wenige Fasern im Bereich dieses Kernes gefunden. In der
Amygdala waren bilateral wenige Axone markiert, auf Héhe der medialen Amygdala
zogen Projektionsfasern Uber die Commissura anterior zur contralateralen Seite des
Gehirns. Die Area praeoptica anterior erhielt bilateral Eingédnge aus dem centralen
Thalamus, wobei insbesondere ipsilateral viele Terminalien zu sehen waren.
Varikose axonale Fasern befanden sich im Neuropil zwischen der Area praeoptica
anterior und dem lateralen Vorderhirnblndel, zahlreiche Fasern verzweigten sich
auch innerhalb der Somata der Area praeoptica anterior, sowohl im dorsalen als
auch im ventralen Bereich des Kerngebietes. Die Faserdichte war in der rostralen
Area praeoptica anterior besonders hoch. Zum Nucleus praeopticus magnocellularis
und zum Nucleus suprachiasmaticus zogen ebenfalls bilateral Axone, wobei
contralateral nur sehr wenige Terminalien gefunden wurden.

Im Bereich des ipsilateralen Nucleus entopeduncularis posterior terminierten sehr
viele Axone. Vom centralen Thalamus zog ein dickes Bundel axonaler Fasern uber
den anteriolateralen Thalamus zu diesem Kerngebiet, wo sich die Axone zum Tell
stark verzweigten und zahlreiche Varikositaten aufwiesen. Auf der contralateralen
Seite wurden hingegen nur sehr wenige varikose Fasern im Bereich des Nucleus
entopeduncularis posterior gefunden. Die Projektionen zu den thalamischen Kernen
waren hauptsachlich ipsilateral ausgepragt, contralateral wurden nur einzelne
axonale Fasern im centralen, anteriolateralen und posterodorsalen lateralen
Thalamus beobachtet. Auf der ipsilateralen Seite waren in allen thalamischen Kernen
axonale Terminalien vorhanden, wobei die starksten Projektionen zum
anteriolateralen Thalamus und zum posteroventralen lateralen Thalamus verliefen.
Im ventralen Hypothalamus terminierten bilateral Axone in deutlicher Abgrenzung
zum dorsalen Hypothalamus. Insbesondere ipsilateral war die Faserdichte sehr hoch
und die Axone wiesen zahlreiche Varikositaten auf. Im Bereich des lateralen
Hypothalamus wurden ebenfalls Axone gefunden. Im ipsilateralen posterioren
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Tuberculum waren nur sehr wenige axonale Fasern zu sehen, vermutlich stammten
sie nicht aus dem centralen Thalamus, sondern von benachbarten retrograd
markierten Neuronen.

Im praetectalen und praetoralen Grau war die Faserdichte ipsilateral relativ hoch.
Uber die Commissura tecti zogen wenige Axone auch zur contralateralen Seite des
praetectalen Grau. Im Tectum opticum verliefen die Axone insbesondere in der
ventrikelnahen Zellschicht, im medialen Bereich zogen die Axone auch in weiter pial
gelegene Schichten. Im Torus semicircularis wurden einige axonale Terminalien im
ipsilateralen Nucleus laminaris und magnocellularis gefunden, im Nucleus principalis
war ihre Dichte sehr gering. Im caudalen Mesencephalon zogen einige Fasern zur
contralateralen Seite. Im Tegmentum war die Faserdichte relativ gering,
insbesondere contralateral waren nur sehr wenige Axone angefarbt. Im Hirnstamm
wurden aullerdem axonale Terminalien im Bereich des ipsilateralen Nucleus
visceralis secundarius, des Nucleus lemnisci lateralis und der Oliva superior
gefunden. Uber den Hirnstamm hinaus zogen Axone bis in das Riickenmark.

Angaben zu Verbindungen des centralen Thalamus mit weiteren, kleineren
Kerngebieten sind Tab.ll (Anhang) zu entnehmen. Abb.25 gibt anhand
reprasentativer Transversalschnitte einen Uberblick Uber die markierten Somata und
Axone.

Vergleich mit den Kontrollen:

Die Befunde der Tracingstudien im centralen Thalamus standen insgesamt in guter
Ubereinstimmung mit den anderen vorliegenden Tracingstudien.
Kontrollapplikationen im rostralen und caudalen Striatum zeigten, dass beide Areale
Eingange aus dem centralen Thalamus erhalten, die retrograd markierten Neuronen
waren im gesamten centralen Thalamus gleichmaRig verteilt. Applikationen im
Pallium mediale belegten schwache reziproke Verschaltungen, die retrograd
markierten Somata lagen im auflersten caudalen Bereich des centralen Thalamus.
Kontrollen im Septum laterale bestatigten nur schwache Projektionen zum centralen
Thalamus, gaben jedoch keine Hinweise auf Projektionen des centralen Thalamus
zum Septum laterale. Applikationen im Septum mediale zeigten, dass Neuronen aus
dem caudalen Bereich des centralen Thalamus in dieses Kerngebiet projizieren und
dass das Septum mediale keine efferenten Projektionen zum centralen Thalamus
hat. Bei Kontrollen in der Area praeoptica anterior wurden etliche retrograd markierte
Neuronen im centralen Thalamus gefunden, die eine Projektion zur Area praeoptica
anterior bestatigen. Kontrollen im anterioren und posterioren Thalamus standen in
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sehr guter Ubereinstimmung mit den Tracingstudien im centralen Thalamus und
belegten schwache reziproke Verbindungen auf der ipsilateralen Seite und eine
schwache Projektion des posterioren Thalamus zum contralateralen centralen
Thalamus. Der Vergleich der Tracingstudien im centralen Thalamus mit den
Kontrollen im Telencephalon und im Thalamus ist in den Ubersichtsschemata in
Abb. 37 bis Abb. 39 am Ende von Kap. 3.2. zusammengefasst.
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Abb. 25: Tracingstudie im centralen Thalamus. Dargestellt sind schematische
Transversalschnitte durch das Gehirn, welche die Verteilung von markierten Somata
(Dreiecke) und axonalen Fasern (feine Linien) nach einer iontophoretischen
Applikation von Neurobiotin im centralen Thalamus (schwarzer Bereich in
Schnittebene F, siehe Pfeil) zeigen. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Aufsicht
gekennzeichnet. Mal3stab = 500 ym, fur Abkurzungen siehe Liste.
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3.2.3.3. Verbindungen des anterioren Thalamus

Der anteriore Thalamus war mit einer Vielzahl von Kerngebieten des Vorderhirns und
des Hirnstamms verbunden. Tab. lll (Anhang) gibt einen Uberblick Uber die
Verschaltungen.

Afferenzen:

Den Uberwiegenden Anteil afferenter Projektionen erhielt der anteriore Thalamus von
der ipsilateralen Seite des Gehirns, contralaterale Afferenzen waren in der Regel
schwacher.

Die starksten telencephalen Afferenzen erreichten den anterioren Thalamus bilateral
aus dem Septum laterale, die retrograd markierten Neuronen waren Uber die
rostrocaudale Ausdehnung des Kerngebietes verteilt. Im Pallium mediale wurden im
intermediaren und rostralen Bereich bilateral wenige angefarbte Neuronen gefunden
(Abb. 26). Im ventralen Pallium laterale, im Nucleus entopeduncularis anterior, in der
Area praeoptica anterior und in der lateralen Amygdala waren bei einer der drei
durchgefuhrten Tracingstudien ipsilateral einzelne Somata angefarbt.

Im Nucleus suprachiasmaticus wurden, insbesondere ipsilateral, einige retrograd
markierte Neuronen beobachtet. Ipsilateral waren einige Neuronen der Habenula
markiert. Im Nucleus entopeduncularis posterior waren ipsilateral viele Zellen mit
dem Tracer geflllt, insbesondere im medioventralen Bereich des Kerngebietes.
Thalamische Afferenzen zum anterioren Thalamus waren insgesamt schwach.
Vergleichsweise starke Afferenzen erhielt der anteriore Thalamus ipsilateral aus dem
posterioren, dem ventromedialen, dem ventrolateralen und dem anteriolateralen
Thalamus. Im centralen Thalamus und im Nucleus Bellonci waren nur vereinzelt
Somata markiert. Im anteriolateralen Thalamus lagen die Neuronen insbesondere in
demjenigen Bereich, der an den anterioren Thalamus angrenzte. Contralateral waren
einzelne Neuronen im anterioren, posterioren, ventrolateralen und ventromedialen
Thalamus sowie im Nucleus Bellonci angefarbt. Die im posterioren Thalamus
markierten Neuronen lagen insbesondere in den inneren Schichten des
Kerngebietes. Im ventralen und dorsalen Hypothalamus waren ipsilateral wenige
Neuronen mit dem Tracer geflllt. Im posterioren Tuberculum lagen auf der
ipsilateralen Seite insbesondere im ventralen Bereich mehrere gefarbte Somata,
contralateral waren nur wenige Neuronen markiert.

67



ERGEBNISSE

"a)eulpJQ Jap buniaieys ayolpaiyosiajun
alp ayyoeag "sojelgabuiay] Sap yodlaleg usjepned pun ualelipawusiul ‘usjelisol wi sjamal (g) sjelpasw wnijjed pun (y) ajelaje
wn}dag sep 9)19S usjelajelejuod Jap pun usjelale|isdl Jop jne elewos ua)|nyeb peibouial Jop |yezuy alp isi }j|I81sebieq ‘shwejey |
uaJousjue wi uoneyddy-unoiqoinaN Jauld ydeu Jojodisian ejAH UOA uojeydadous|d] wi usuoinaN a)njeb peibosay :9z qqy

|eJaje|el;uod [eJayejisdi

|[epneo Jeipawalul |esisol [epneo Jeipaswlelul |esisol

o
o

T
N

T T T T
o [ce] © <
—

~
(1=u) ejewosg 4ajj|nyob peibojal |yezuy

o]
<
-

. #

wnyda
ouaIqg LS J|0 snqing

SEREN
wnljjed

68



ERGEBNISSE

Aus dem praetectalen Grau erhielt der anteriore Thalamus bilateral sehr starke
Eingange, im praetoralen Grau waren hingegen ipsilateral nur wenige Somata
angefarbt. Im Tectum opticum waren ipsilateral wenige Neuronen der ventrikelnahen
Zellschicht markiert. Innerhalb des Torus semicircularis gab es bilateral einige
markierte Neuronen innerhalb des Nucleus laminaris. Im Nucleus magnocellularis
wurden ipsilateral sehr vereinzelt angefarbte Somata gefunden. Im ventralen Bereich
des posterioren Tegmentum waren ipsilateral zahlreiche Somata markiert, im Ubrigen
Tegmentum waren nur wenige Neuronen angefarbt. Aus Bereichen caudal des
Mesencephalon projizierten nur sehr wenige Neuronen des Griseum centrale und der
Formatio reticularis zum anterioren Thalamus.

Efferenzen:

Zum Telencephalon zogen die Efferenzen des anterioren Thalamus Uber das
mediale Vorderhirnblndel. In der Mitralzellschicht und der Granularzellschicht des
Bulbus olfactorius waren sehr vereinzelt axonale Terminalien zu finden. Die starksten
telencephalen Efferenzen wies der anteriore Thalamus zum ipsilateralen Pallium
mediale und Septum laterale auf, contralateral waren die Projektionen zu beiden
Kerngebieten sehr viel schwacher. Die Axone zogen vom medialen Vorderhirnbundel
in der zellfreien Zone zwischen dem Pallium mediale und dem Septum mediale nach
pial, bogen dort nach dorsal ab und verliefen an der pialen Grenze des Pallium
mediale vorbei bis zum Pallium dorsale und zum dorsalen Pallium laterale, wobei
jeweils Kollateralen zu den Somata zogen. Im ipsilateralen Pallium mediale waren im
caudalen Kerngebiet im Bereich der Somata keine Terminalien zu finden, im
intermediaren und rostralen Bereich zogen jedoch sehr feine Axone mit zahlreichen
Varikositaten in das Kerngebiet; die Dichte der Fasern nahm bis zum &ulersten
rostralen Bereich des Pallium mediale etwas zu. Axonale Terminalien waren auch bis
zum auldersten rostralen Bereich des Pallium dorsale zu beobachten. Auf der
contralateralen Seite zogen nur sehr wenige Fasern bis in den Bereich der pallialen
Somata. Das ipsilaterale Septum laterale war Uber die gesamte rostrocaudale
Ausdehnung von einem Netz sehr feiner, stark varikoser Fasern durchzogen, wobei
die Faserdichte caudal etwas geringer erschien. Contralateral war die Verteilung der
Fasern ahnlich, insgesamt waren die Projektionen jedoch schwacher. Im Septum
mediale waren deutlich weniger Axone angefarbt, die Markierungen beschrankten
sich auf die ipsilaterale Seite. Durch den Nucleus des Diagonalen Bandes von Broca
zogen bilateral die Fasern des medialen Vorderhirnblndels, die verhaltnismafig dick
und nicht mit Varikositaten besetzt waren. Zusatzlich waren, insbesondere im
ventralen Bereich, feine axonale Fasern mit Varikositaten zu finden, wobei die
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Faserdichte im contralateralen Nucleus des Diagonalen Bandes von Broca deutlich
geringer war. Im ipsilateralen Striatum waren bei einem Tracing (Hv/040702) wenige
axonale Fasern angefarbt, die zum Teil bis zu den Somata zogen. Projektionen zur
medialen Amygdala waren nur schwach. Dabei zogen praktisch keine Axone in das
Kerngebiet, einige axonale Fasern mit wenigen Varikositaten waren jedoch im
angrenzenden Neuropil zu finden. Weiter caudal zogen Projektionsfasern Uber die
Commissura anterior zur contralateralen Seite. Im Bereich des Nucleus
entopeduncularis anterior wurden bilateral wenige Terminalien gefunden, wobei ihre
Dichte im caudalen Bereich etwas hoher war als rostral.

Die praoptische Region erhielt hauptsachlich ipsilaterale Afferenzen. Dabei zogen
nur wenige Fasern in die Area praeoptica anterior. Mehr Axone terminierten im
Bereich des Nucleus praeopticus magnocellularis und des Nucleus
suprachiasmaticus, insbesondere im lateralen Neuropil. Im Bereich der ipsilateralen
Habenula wurden einige Terminalien gefunden. Zum Nucleus entopeduncularis
posterior zogen bilateral axonale Fasern, wobei ihre Dichte ipsilateral sehr stark war.
Auf beiden Seiten wurden besonders viele axonale Terminalien im rostralen Bereich
des Kerngebietes beobachtet. Im Thalamus waren auf der ipsilateralen Seite in allen
Kerngebieten Axone markiert. Die meisten axonalen Terminalien wurden bilateral im
rostralen Bereich des anteriolateralen Thalamus sowie im Nucleus Bellonci
gefunden. Im centralen Thalamus war ihre Dichte hingegen besonders gering. Auf
der contralateralen Seite wurden im anterioren Thalamus, im Nucleus Bellonci, im
anteriolateralen, im posterodorsalen lateralen und im posteroventralen lateralen
Thalamus wenige axonale Terminalien gefunden. Im Hypothalamus wurden in allen
Kernen wenige Axone gefunden, die Fasern verliefen hauptsachlich im Neuropil. Im
posterioren Tuberculum gab es bilateral axonale Terminalien, ipsilateral war ihre
Dichte deutlich grofier.

Im praetectalen Grau terminierten ipsilateral viele Axone, Uber die Commissura tecti
zog ein Bundel axonaler Fasern zur contralateralen Seite, wo wenige Terminalien zu
finden waren. Im Tectum opticum verliefen die Axone bilateral insbesondere in der
ventrikelnahen Schicht. Innerhalb des Torus semicircularis wurden nur im Nucleus
laminaris bilateral gefarbte Fasern gefunden. Im Tegmentum terminierten ipsilateral
wenige Axone. Caudal des Mesencephalon wurden ipsilateral sehr wenige axonale
Projektionen im Bereich des Nucleus visceralis secundarius, des Nucleus lemnisci
lateralis und der Oliva superior gefunden.

Angaben zu weiteren Verbindungen des anterioren Thalamus mit kleineren
Kerngebieten sind Tab. lll (Anhang) zu entnehmen. Abb.27 gibt anhand
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reprasentativer Transversalschnitte einen Uberblick tUiber die markierten Somata und
Axone.

Vergleich mit den Kontrollen:

Die Tracingstudien im anterioren Thalamus standen insgesamt in guter
Ubereinstimmung mit Kontrollapplikationen in anderen Kerngebieten, allerdings
variierten zum Teil die Befunde zur Starke der Verbindungen. Applikationen im
Pallium mediale und im Septum laterale bestatigten bilaterale reziproke
Verbindungen mit dem anterioren Thalamus. Applikationen im Septum mediale
belegten afferente Projektionen aus dem anterioren Thalamus. Allerdings deutete die
Anzahl retrograd markierter Neuronen im anterioren Thalamus auf einen starken
Eingang hin, wahrend bei den Tracerapplikationen im anterioren Thalamus nur
wenige Terminalien im Septum mediale gefunden wurden. Applikationen im caudalen
und intermediaren Striatum gaben hingegen keine Hinweise auf Afferenzen aus dem
anterioren Thalamus. Bei Kontrollen in der Area praeoptica anterior wurden retrograd
markierte Neuronen im anterioren Thalamus gefunden, was in Ubereinstimmung mit
den hier beschriebenen Tracingstudien stand. Die Applikationen im centralen und
posterioren Thalamus bestatigten die hier beschriebenen Befunde sehr gut. Bei
Applikationen im ventromedialen Thalamus wurden hingegen gerade bei
Applikationen im rostralen Bereich des Kerngebietes starke bilaterale Projektionen
zum anterioren Thalamus gefunden, wahrend bei den hier durchgeflhrten
Tracingstudien im anterioren Thalamus lediglich im caudalen ventromedialen
Thalamus sehr wenige retrograd markierte Neuronen auf der contralateralen Seite
gefunden wurden. Der Vergleich der Tracingstudien im anterioren Thalamus mit den
Kontrollen im Telencephalon und im Thalamus ist in den Ubersichtsschemata in
Abb. 37 bis Abb. 39 am Ende von Kap. 3.2. zusammengefasst.
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Abb. 27: Tracingstudie im anterioren Thalamus. Dargestellt sind schematische
Transversalschnitte durch das Gehirn, welche die Verteilung von markierten Somata
(Dreiecke) und axonalen Fasern (feine Linien) nach einer iontophoretischen
Applikation von Neurobiotin im anterioren Thalamus (schwarzer Bereich in
Schnittebene E, siehe Pfeil) zeigen. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Aufsicht
dargestellt. Mal3stab = 500 um, flr Abkurzungen siehe Liste.
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3.2.3.4. Verbindungen des ventromedialen Thalamus

Der ventromediale Thalamus war mit einer Vielzahl von Kerngebieten im Vorderhirn,
Hirnstamm und Riickenmark verschaltet. Tab. IV (Anhang) gibt einen Uberblick tiber
die Verbindungen.

Afferenzen:

Striatale Afferenzen erhielt der ventromediale Thalamus ausschliel3lich von der
ipsilateralen Seite, die Projektionsneuronen lagen im caudalen und zu einem
geringeren Anteil im intermediaren Striatum. Eingange aus dem Pallium mediale und
dem Septum laterale erhielt der ventromediale Thalamus von der ipsilateralen und
contralateralen Seite, ipsilateral waren sie jedoch starker. Die Projektionsneuronen
lagen im Pallium mediale fast ausschlieBlich im rostralen Drittel, im Septum laterale
waren sie insbesondere im rostralen und intermediaren Bereich konzentriert
(Abb. 28). Im Nucleus accumbens waren ipsilateral wenige Neuronen retrograd
markiert. Afferenzen aus der medialen Amygdala waren sehr schwach. In der Area
praeoptica anterior waren, insbesondere im rostralen Bereich, bilateral wenige
Neuronen angefarbt. Die Afferenzen aus dem Nucleus suprachiasmaticus waren
etwas starker und ebenfalls bilateral. Im Nucleus praeopticus magnocellularis waren
einzelne Neuronen im dorsalen Bereich markiert.

Im ipsilateralen Nucleus entopeduncularis posterior waren nur sehr wenige Zellen
angefarbt. Innerhalb des Thalamus erhielt der ventromediale Thalamus die starksten
Afferenzen aus dem ipsilateralen ventrolateralen Thalamus und bilateral aus dem
posterioren Thalamus (Abb. 29). Die Afferenzen aus dem contralateralen
ventromedialen und ventrolateralen Thalamus waren nur sehr schwach oder gar
nicht vorhanden. Im anterioren und centralen Thalamus waren ausschlief3lich
ipsilateral nur wenige oder gar keine Neuronen markiert (Abb. 29). Im ipsilateralen
ventralen Hypothalamus waren insbesondere im rostralen Bereich einige Somata
angefarbt, auf der contralateralen Seite wurden vereinzelt Zellen gefunden. Im
posterioren Tuberculum waren ipsilateral mehrere Somata markiert.

Aus dem ipsilateralen praetectalen und praetoralen Grau erhielt der ventromedialen
Thalamus bei einigen Tracings starke, bei anderen nur schwache Afferenzen. Von
der contralateralen Seite waren die Eingange jeweils schwacher. Eingange aus dem
Tectum opticum waren relativ schwach. Im ipsilateralen Nucleus laminaris des Torus
laminaris waren mehrere Neuronen markiert. Bei einigen Tracings waren auch im
ipsilateralen Nucleus principalis und magnocellularis Neuronen angefarbt.
Contralateral wurden im Nucleus laminaris nur vereinzelt angefarbte Somata

74



ERGEBNISSE

"aleulplQ Jap Bunualjeys ayolpalyosiaun aip ayyoeag "salaiqabuiay Sap yolaiag usiepned pun useipaulislul
‘usjesysol wi sjlemal (D) sjelpaw wnijjed pun (g) sjelae] wnydag ‘(YY) wnjelS sep 8)1oS udajelale|eljuod Jap pun uajelale|isdi
Jap jne (uabunyolemgeplepuelS pun auam|anl)\) elewos ua)neb pesboljal Jep |yezuy alp isi @1sebieq *(g=u) snwejeyl
uajelpawoJljuaA wi uoneyddy-uioiqoinap Jauld Yoeu J0jo2iSiaA el UOA uojeydaosus|al wi usauoinaN a}njeb peiboiay gz "qqy

|eJa)e|euod |esaie|isdi
|lepneo Jelpawiaul |essod lepneo Jelpawiaul |eJisol |epneo Jelpawiaul |es}sod
1 1 o 1 — 1 1 o 1 1 O
=T E= _ W
L N N
F L g ¢ 5
Il |t :
B V -
-9 - 0L 3
«Q
e} -9 o
- Gl o
-0l g €
L Z1 L oZ =
Lol
L .V_‘ -
v | w
L9l ¢k g
Q
8L 0€ vl 8

.ocm_o/ \ 'JJo snging ‘JI0 snqing

s|eipawl
wnijjed

75



ERGEBNISSE
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Abb. 29: Mikrofotografien von Transversalschnitten im Di- und Telencephalon von
Hyla versicolor nach einer Neurobiotinapplikation im ventromedialen Thalamus.
A Markierte neuronale Strukturen im posterioren, centralen und ventromedialen
Thalamus auf der ipsilateralen Seite. Im posterioren Thalamus sind zahlreiche
Neuronen retrograd markiert, im centralen Thalamus hingegen keine. B Markierte
neuronale Strukturen im Bereich der Applikationsstelle. Die Dendritenbaume der
Neuronen des ventromedialen Thalamus sind durch Pfeile markiert, sie erstrecken
sich nach lateral bis an den Rand des Diencephalon. Die Schnittebenen sind in der
Ganzhirnaufsicht gekennzeichnet. MalRstab = 100 um, fir Abklrzungen siehe Liste.

gefunden. Afferenzen aus dem ipsilateralen Tegmentum waren vergleichsweise
stark, contralateral jedoch deutlich schwacher. In der Formatio reticularis und im
Griseum centrale waren ipsilateral einige und contralateral sehr wenige Somata
markiert.

Efferenzen:

Im Septum mediale terminierten bilateral nur sehr wenige Axone. Im Septum laterale
waren ipsilateral wenige und contralateral nur einzelne Fasern im intermediaren und
rostralen Bereich des Kerngebietes zu sehen. Die Axone waren in beiden septalen
Kerngebieten mit vergleichsweise wenig Varikositaten besetzt. Durch den Nucleus
des Diagonalen Bandes von Broca zogen ebenfalls einzelne axonale Fasern. Die
uberwiegende Anzahl war jedoch nicht mit Varikositaten besetzt, so dass nur von
wenigen synaptischen Kontakten auszugehen ist. Bei drei Tracings verzweigten sich
im aulersten rostralen Pallium mediale axonale Fasern, deren Kollateralen zum Teil
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bis in das dorsale Pallium zogen. Wenige Axone verliefen im Bereich des Nucleus
accumbens, zum Teil zogen sie bis in das Kerngebiet. Im ipsilateralen Striatum
wurden bei zwei Tracings axonale Terminalien im caudalen Bereich des
Kerngebietes gefunden. Zum Nucleus entopeduncularis anterior zogen bilateral
wenige Axone, insbesondere ipsilateral terminierten feine varikose Fasern. Das
Neuropil ventral der medialen Amygdala wurde bilateral von einigen Axonen
durchzogen, die sich zum Teil bis einige zu den Somata erstreckten. An der
ipsilateralen centralen Amygdala zogen einige stark varikose Fasern vorbei.

Im Bereich der Area praeoptica anterior terminierten bilateral einige Axone sowohl im
Kerngebiet als auch im angrenzenden Neuropil, die Faserdichte war dorsal etwas
starker. Die Projektionen zum Nucleus praeopticus magnocellularis und zum Nucleus
suprachiasmaticus waren auf die ipsilaterale Seite beschrankt, im Neuropil wurden
jeweils etwas mehr Terminalien als innerhalb des Kerngebietes gefunden. Zum
ipsilateralen Nucleus entopeduncularis posterior zogen ipsilateral zahlreiche feine,
stark varikose Fasern, welche in der Nahe der Somata terminierten, jedoch nicht in
das laterale Vorderhirnbindel muindeten. Contralateral terminierten nur wenige
Axone in dem Kerngebiet. Im Thalamus wurden sehr viele varikose Fasern im
ipsilateralen ventrolateralen Thalamus, im posterioren Thalamus und im
posterodorsalen lateralen Thalamus gefunden. Der ipsilaterale posteroventrale
Thalamus war von weniger Fasern durchzogen. Der ipsilaterale anteriore Thalamus
erhielt bei einigen Tracingstudien ebenfalls starke Afferenzen; in jedem Fall war die
Dichte axonaler Terminalien deutlich hoher, als im centralen Thalamus. Die
Faserdichte im anteriolateralen Thalamus war rostral hoher als caudal. Nur bei
einigen Tracings wurden auch Projektionen zur contralateralen Seite beobachtet. Im
ventralen Hypothalamus terminierten ipsilateral bei einigen Tracings insbesondere im
rostralen Bereich wenige Axone. Zum ipsilateralen posterioren Tuberculum zogen
einige Fasern.

Das praetectale und praetorale Grau waren ipsilateral von einem dichten Netz
axonaler Fasern durchzogen. Contralateral terminierten nur bei einigen Tracings
wenige Axone. Im Tectum opticum waren ipsilateral wenige und contralateral
vereinzelt Axone markiert. Im Torus semicircularis terminierten sehr viele Axone im
ipsilateralen Nucleus laminaris. Auch im ipsilateralen Nucleus magnocellularis und
principalis wurden wenige Terminalien gefunden. Contralateral waren in allen
Kerngebieten des Torus nur sehe wenige Axone angefarbt. Das Tegmentum war
ipsilateral von einem dichten Netz axonaler Fasern durchzogen, contralateral
terminierten nur wenige Axone. Im Bereich des Nucleus lemnisci lateralis wurden
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ipsilateral wenige axonale Terminalien beobachtet, contralateral waren bei einigen
Tracings einzelne Axone angefarbt. Im Bereich der Oliva superior waren bilateral
wenige axonale Fasern markiert. Innerhalb der Formatio reticularis und des Griseum
centrale terminierten bilateral wenige Axone. Uber den untersuchten Bereich des
Gehirns hinaus zogen markierte Fasern bis in das Ruckenmark.

Angaben zu Verbindungen mit kleineren Kerngebieten sind Tab. IV im Anhang zu
entnehmen. Abb. 30 gibt anhand repréasentativer Transversalschnitte einen Uberblick
uber die markierten Somata und Axone.

Vergleich mit den Kontrollen:

Insgesamt standen die Kontrollen in guter Ubereinstimmung mit den hier
beschriebenen Tracerstudien. Im ventromedialen Thalamus waren nur nach
Tracerapplikationen im caudalen und intermediaren Striatum Terminalien zu finden,
was in guter Ubereinstimmung mit den hier beschriebenen Befunden stand. Bei
Applikationen im Striatum wurden allerdings keine retrograd markierten Neuronen im
ventromedialen Thalamus gefunden, die Eingdnge aus diesem Kerngebiete
bestatigten. Bei Kontrollen im Septum laterale wurden reziproke Verbindungen der
beiden Kerngebiete belegt. Kontrollen im Septum mediale bestatigten, dass dieses
Kerngebiet nur sehr schwache Afferenzen aus dem aul3ersten caudalen Bereich des
ventromedialen Thalamus erhalt und selbst nicht dorthin projiziert. Auch die
Kontrollen im Pallium mediale wiesen Afferenzen aus dem &aul3ersten caudalen
Bereich des ventromedialen Thalamus nach. Die Kontrollen im Thalamus standen
insgesamt in guter Ubereinstimmung mit den hier beschriebenen Befunden. Der
Vergleich der Tracingstudien im ventromedialen Thalamus mit den Kontrollen im
Telencephalon und im Thalamus ist in den Ubersichtschemata in Abb. 37 bis Abb. 39
am Ende von Kap. 3.2. zusammengefasst.
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Abb. 30: Tracingstudie im ventromedialen Thalamus. Dargestellt sind schematische
Transversalschnitte durch das Gehirn, welche die Verteilung von retrograd
markierten Somata (Dreiecke) und anterograd markierten axonalen Fasern (feine
Linien) nach einer iontophoretischen Applikation von Neurobiotin im ventromedialen
Thalamus (schwarzer Bereich in Schnittebene E, siehe Pfeil) zeigen. Die
Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Aufsicht dargestellt. Mallstab = 500 ym, fur
AbkUrzungen siehe Liste.
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3.2.4. Befunde zum Striatum

Bei Tracerapplikationen im Bereich des Striatum stellte sich heraus, dass die
Projektionsmuster des rostralen Bereiches sich von denen des intermediaren und
caudalen Bereiches deutlich unterschieden. Aus diesem Grund werden die
Projektionen der beiden Bereiche im Folgenden getrennt aufgefuhrt.

3.2.4.1. Verbindungen des rostralen Striatum

Die Verbindungen des rostralen Striatum waren auf wenige Kerngebiete des Tel-, Di-
und Mesencephalon beschrankt. Tab.V (Anhang) gibt einen Uberblick Uber die
Verbindungen.

Afferenzen:

Die afferenten Verbindungen des rostralen Striatum stammten ausschlie3lich von
ipsilateralen Kerngebieten. Die starksten Afferenzen erhielt das rostrale Striatum aus
dem centralen und aus dem anteriolateralen Thalamus (Abb. 31). Schwachere
Afferenzen stammten aus dem posterioren Tuberculum. Vereinzelt waren auch
Zellen des rostralen Pallium mediale markiert. In der Mitralzellschicht und der
Granularzellschicht des Bulbus olfactorius waren sehr wenige Somata mit dem
Marker geflllt. Innerhalb des striatalen Kerngebietes war eine heterogene Verteilung
markierter Somata in der rostrocaudalen Ausdehnung des Kerngebietes zu
beobachten: Im intermedidaren Bereich des Kerngebietes waren keine Somata
markiert, wahrend sich im caudalen Bereich retrograd gefillte Neuronen befanden,
deren Axone den Farbstoff im rostralen Striatum aufgenommen hatten (Abb. 32).

Efferenzen:

Efferente Projektionen des rostralen Striatum beschrankten Uberwiegend auf die
ipsilaterale Seite.

In der Mitralzellschicht und der Granularzellschicht des Bulbus olfactorius waren
vereinzelt Axone markiert. Innerhalb des striatalen Kerngebietes verliefen die
axonalen Fasern hauptsachlich im lateralen Neuropil, nur vereinzelt waren axonale
Terminalien im Bereich der Somata zu sehen. Vom Striatum zogen axonale
Projektionen mit Varikositaten zum ventralen Pallium laterale, zum Teil erstreckten
sie sich auch bis in das Neuropil des dorsalen Pallium laterale. Im lateralen Neuropil
des Nucleus accumbens waren einzelne varikose Fasern zu sehen.
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Abb. 31: Mikrofotografie eines Transversal-
schnittes im Diencephalon von Hyla
versicolor. Zu sehen sind markierte
neuronale Strukturen im centralen und
anteriolateralen Thalamus nach einer
Neurobiotin-Applikation im ipsilateralen
rostralen Striatum. Die Schnittebenen ist in
der Ganzhirnaufsicht gekennzeichnet.
MalRstab = 100 um, fir Abklrzungen siehe
Liste.
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Abb. 32: Retrograd markierte Somata im Striatum nach Tracerapplikationen im
rostralen Striatum (n=2). Aufgetragen ist die Anzahl retrograd markierter Somata im
rostralen, intermediaren und caudalen Striatum, wobei diese Abschnitte in jeweils
drei Teilabschnitte untergliedert wurden. Die Applikationsstelle ist gekennzeichnet
(V). Zu beachten ist, dass im intermediaren Bereich des Striatum keine markierten
Somata gefunden wurden, wahrend im caudalen Bereich des Kerngebietes einige
Neuronen retrograd markiert waren. Im Teilabschnitt unmittelbar rostral der
Applikationsstelle waren aufRerdem deutlich mehr Neuronen markiert, als im
vergleichbaren Teilabschnitt unmittelbar caudal der Applikationsstelle.
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Im Bereich des Nucleus entopeduncularis anterior gab es einige varikose Fasern, die
aus dem lateralen Vorderhirnbundel heraus zu den Somata zogen. Auf Hohe der
Commissura anterior zog ein dickes Bundel axonaler Fasern zur contralateralen
Seite, wo sie im contralateralen Nucleus entopeduncularis anterior terminierten.
Diese Projektionsfasern waren auch im Bereich der medialen Amygdala mit
zahlreichen Varikositaten besetzt, so dass maoglicherweise ein synaptischer Kontakt
zu Neuronen dieses Kerngebietes bestand.

Im Diencephalon zogen zahlreiche Fasern aus dem lateralen Vorderhirnbundel nach
dorsal zum anteriolateralen Thalamus und in das angrenzende Neuropil. Auch im
centralen Thalamus waren varikose Axone zu sehen (vgl. Abb. 31). Eine
Abschatzung der Faserdichte war aufgrund der zahlreichen retrograd markierten
Somata in diesen Kerngebieten schwierig.

Im Mesencephalon war im posterioren Tegmentum ein kleiner Bereich zwischen dem
dorsalen und ventralen Teil des Kerngebietes mit einem dichten Netz sehr feiner
axonaler Fasern mit zahlreichen Varikositaten durchzogen.

Vergleich mit den Kontrollen:

Die Tracingstudien im rostralen Striatum standen in Ubereinstimmung mit den
Kontrollapplikationen in anderen Kerngebieten. Bei Tracerapplikationen im centralen,
posterioren und ventromedialen Thalamus wurden im rostralen Striatum nur sehr
wenige retrograd markierte Neuronen gefunden, die auf sehr schwache Projektionen
aus diesem Bereich des Striatum hinweisen. Tracerapplikationen im centralen
Thalamus zeigten, dass die Axone dieses Kerngebietes im rostralen Striatum
hauptsachlich im Bereich der Somata terminierten, im Neuropil war die Faserdichte,
im Vergleich zum caudalen und intermediaren Striatum, hingegen gering
(vgl. Abb. 24). Bei Tracingstudien im Pallium mediale, Septum laterale, Septum
mediale, Torus laminaris und im posterioren Tuberculum wurden im rostralen
Striatum keine axonalen Terminalien gefunden. Damit wurde bestatigt, dass diese
Kerngebiete nicht zum rostralen Striatum projizieren.

3.2.4.2. Verbindungen des caudalen Striatum

Das caudale Striatum zeichnete sich im Vergleich zum rostralen Striatum durch
wesentlich mehr Verschaltungen mit anderen Gehirngebieten aus. Seine
Projektionen erstreckten sich bis in das Rickenmark. Tab. VI (Anhang) gibt einen
Uberblick liber die Verbindungen des caudalen Striatum.
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Afferenzen:

Das caudalen Striatum erhielt afferente Projektionen hauptsachlich von ipsilateralen
Kerngebieten, lediglich im caudalen Striatum und auf Hohe des contralateralen
Nucleus cerebelli wurden einige retrograd markierte Neuronen auf der
contralateralen Seite gefunden.

Wie das rostrale Striatum erhielt das caudale Striatum die Hauptafferenzen aus dem
centralen und dem anteriolateralen Thalamus der ipsilateralen Seite. Ebenfalls
vergleichbar waren schwache Projektionen aus dem Pallium mediale, dem ventralen
Hypothalamus und dem posterioren Tuberculum. Daruber hinaus waren bei
Tracerapplikationen im caudalen Striatum einzelne Somata im caudalen Bereich des
contralateralen Striatum, im ventralen Pallium laterale, im Nucleus fasciculi
longitudinalis medialis und im Torus laminaris angefarbt. AulRerdem waren zahlreiche
Somata im Nucleus cerebelli und in einem Kerngebiet zwischen dem Nucleus
cerebelli und dem Nucleus praetrigeminalis markiert.

Innerhalb des Striatum waren retrograd markierte Somata im gesamten Bereich des
Kerngebietes zu finden. Bezogen auf die Applikationsstelle waren im angrenzenden
rostralen Bereich jeweils deutlich mehr Neuronen angefarbt als im entsprechenden
caudalen Bereich (Abb. 33).

Efferenzen:

Im Gegensatz zum rostralen Striatum wies das caudale Striatum auch Efferenzen zur
contralateralen Seite des Gehirns auf. Diese waren generell schwacher waren als
ipsilateral.

In der Mitralzellschicht und der Granularzellschicht des Bulbus olfactorius waren sehr
vereinzelt Axone markiert. Innerhalb des ipsilateralen Striatum waren axonale
Terminalien Uber die gesamte rostrocaudale Ausdehnung des Kerngebietes zu
beobachten. Die Fasern verliefen hauptsachlich im lateralen Neuropil, es zogen
jedoch auch Fasern bis zu den Somata. Zwischen den Somata und dem Neuropil lag
ein Band besonders dichter axonaler Terminalien. Im contralateralen Striatum
verliefen Axone zum Teil bis zum rostralen Drittel des Kerngebietes, auch hier
wurden die axonalen Terminalien hauptsachlich im Neuropil gefunden.
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Abb. 33: Retrograd markierte Somata im Striatum nach Tracerapplikationen im
caudalen Bereich des Striatum (n=3). Aufgetragen ist die Anzahl retrograd markierter
Somata im rostralen, intermediaren und caudalen Striatum, wobei jeder dieser
Abschnitte in drei Teilabschnitte unterteilt wurde. Die Applikationsstelle ist
gekennzeichnet (V). Zu beachten ist, dass in dem Teilabschnitt unmittelbar rostral
der Applikationsstelle deutlich mehr Neuronen markiert waren, als im vergleichbaren
Teilabschnitt unmittelbar caudal der Applikationsstelle.

In der medialen, centralen und lateralen Amygdala wurden axonale Terminalien
gefunden. Uber die Commissura anterior zogen zahlreiche Fasern zur
contralateralen Seite. Im Bereich des Nucleus entopeduncularis anterior wurden
bilateral Fasern gefunden, im Vergleich zu den Tracingstudien im rostralen Striatum
war die Faserdichte starker. Aus dem lateralen Vorderhirnblindel zogen ipsilateral
feine varikose Fasern zur ipsilateralen Area praeoptica anterior, auf der
contralateralen Seite war die Faserdichte geringer.

Im Kerngebiet des Nucleus entopeduncularis posterior wurden bilateral neben den
Projektionsfasern des lateralen Vorderhirnbindels auch feinere, varikose Fasern
beobachtet. Die Einschatzung der Dichte war jedoch aufgrund der zahlreichen
Projektionsfasern sehr schwierig. Aus dem lateralen Vorderhirnbiindel zogen Axone
bilateral Uber den lateralen Hypothalamus und zum rostralen Bereich des ventralen
Hypothalamus. Im dorsalen Hypothalamus wurden nur sehr wenige Terminalien
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gefunden. Im caudalen Hypothalamus waren keine axonalen Fasern markiert. Im
Thalamus wurden, mit Ausnahme des caudalen ventromedialen Thalamus,
ausschlieBlich ipsilateral Terminalien gefunden. Terminalien befanden sich im
ventromedialen und ventrolateralen Thalamus und - mit Ausnahme des anterioren
Thalamus - in allen Kerngebieten des dorsalen Thalamus. Das posteriore
Tuberculum war ipsilateral sowohl im lateralen Neuropil als auch innerhalb der
Somata von einem Netz feiner, stark varikoser Fasern durchzogen. Im caudalen
Bereich dieses Kerngebietes zogen Fasern Uber die Mediallinie zur contralateralen
Seite, wo sie sich innerhalb der Somata verzweigten.

Ein dichtes Netz stark varikoser Fasern durchzog das ipsilaterale praetorale Grau,
sehr viel weniger Fasern terminierten im praetectalen Grau. Im Torus semicircularis
wurden nur wenige Axone gefunden, axonale Terminalien befanden sich
insbesondere im Nucleus laminaris. Starke Afferenzen erhielt hingegen das
ipsilaterale Tegmentum. Auf der contralateralen Seite terminierten deutlich weniger
Axone. Ventromedial des Nucleus isthmi wurden auf der ipsilateralen Seite
zahlreiche axonale Fasern mit vielen Varikositaten gefunden. Ein dichtes Netz
axonaler Terminalien wurde auch im Bereich des ipsilateralen Nucleus cerebelli und
dem ventral angrenzenden Kerngebiet beobachtet. Zahlreiche Terminalien befanden
sich im ipsilateralen Nucleus praetrigeminalis. Im Bereich des ipsilateralen Nucleus
lemnisci lateralis und der ipsilaterale Oliva superior verliefen wenige Axone. Die
Somata der dorsolateralen Bereiche der ipsilateralen Formatio lateralis waren stark
innerviert. Contralateral waren ahnliche Projektionsmuster zu beobachten, allerdings
die Faserdichte wesentlich geringer.

Angaben zu weiteren Verbindungen mit kleineren Kerngebieten sind Tab. VI
(Anhang) zu entnehmen. Abb. 34 gibt anhand reprasentativer Transversalschnitte
einen Uberblick Uber die markierten Somata und Axone.

Vergleich mit den Kontrollen:

Die Befunde bei Tracerapplikationen im caudalen und intermediaren Striatum wurden
durch die Kontrollapplikationen in anderen Kerngebieten bestatigt. Es konnte gezeigt
werden, dass bei Tracerapplikationen im centralen, posterioren und ventromedialen
Thalamus retrograd geflllte Somata insbesondere im caudalen Bereich des Striatum
lagen. Die axonalen Projektionen des centralen Thalamus verliefen hauptsachlich im
lateralen Neuropil des caudalen Striatum, nur sehr wenige Axone terminierten im
Bereich der Somata (vgl. Abb. 24). Bei Kontrollapplikationen in der Area praeoptica
anterior wurden wenige retrograd markierte Neuronen im caudalen und
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intermediaren Striatum gefunden, die eine schwache direkte Projektion des Striatum
in die Area praeoptica anterior belegten. Bei Kontrollen im Torus laminaris wurden
axonale Terminalien im caudalen Striatum beobachtet, die eine schwache afferente
Projektion aus dem Torus semicircularis bestatigten. Bei Applikationen im posterioren
Tuberculum wurden axonale Terminalien im caudalen und intermediaren Striatum
sowie retrograd markierte Somata im caudalen Striatum gefunden, wodurch eine
reziproke Verbindung zwischen den beiden Kerngebieten nachgewiesen wurde. Bei
Applikationen im Septum laterale und im Septum mediale wurden anhand markierter
Axone zusatzliche Hinweise auf eine schwache Projektion zum caudalen Striatum
gefunden, wahrend hier keine Somata in den septalen Kernen markiert waren.
Allerdings wurden keine Tracingstudien im Bereich des aullersten caudalen Striatum
durchgefuhrt, in dem die Axone der septalen Kerne hauptsachlich terminierten. Der
Vergleich der Tracingstudien im Striatum mit den Kontrollen im Telencephalon und
im Thalamus ist in den Ubersichtsschemata in Abb. 37 bis Abb. 39 am Ende von
Kap. 3.2. zusammengefasst.
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Abb. 34:  Tracingstudie im  Striatum. Dargestellt sind  schematische
Transversalschnitte durch das Gehirn, welche die Verteilung von markierten Somata
(Dreiecke) und axonalen Fasern (feine Linien) nach einer iontophoretischen
Applikation von Neurobiotin im Striatum dorsale (schwarzer Bereich in Schnittebene
B, siehe Pfeil) zeigen. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Aufsicht dargestelit.
Malstab = 500 um, fir AbklUrzungen siehe Liste.
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3.2.5. Befunde zu den septalen Kernen

Zur Untersuchung der Verbindungen der septalen Kerne wurden Tracingstudien im
Septum laterale und im Septum mediale durchgefihrt und mit den Tracingstudien in
den ubrigen untersuchten Kerngebieten verglichen. Tracingstudien im Nucleus des
Diagonalen Bandes von Broca wurden nicht durchgefuhrt. Durch dieses Kerngebiet
zieht das mediale Vorderhirnbindel, so dass die in ihm verlaufenden
Projektionsfasern zum Septum mediale, Septum laterale und Pallium mitangefarbt
worden wéren'. Die Tracingstudien in den anderen untersuchten Kerngebieten
gaben jedoch Hinweise auf Verbindungen des Nucleus des Diagonalen Bandes von
Broca, so dass auch fir dieses Kerngebiet eine Ubersichtstabelle angefertigt wurde.

3.2.5.1. Verbindungen des Septum laterale

Das Septum laterale war mit einer Reihe von Kerngebieten im Vorderhirn und im
Hirnstamm verschaltet, wobei der Uberwiegende Teil der Verschaltungen auf das Tel-
und Diencephalon beschrankt war. Tab. VII (Anhang) gibt einen Uberblick tber die
Verschaltungen.

Afferenzen:

Kerngebiete mit afferenten Projektionen zum Septum laterale lagen im
Telencephalon fast ausschlieBlich auf der ipsilateralen Seite, im Diencephalon
hingegen meistens auf beiden Seiten des Gehirns.

Das Septum laterale erhielt relativ schwache Eingange aus dem ipsilateralen Pallium
mediale, die retrograd markierten Neuronen waren uber die gesamte rostrocaudale
Ausdehnung des Kerngebietes verteilt. Contralateral wurden bei einigen Tracings im
caudalen und intermediaren Bereich des Pallium mediale sehr wenige gefarbte
Neuronen gefunden. Bei einigen Tracings waren einzelne Neuronen des ventralen
Pallium laterale markiert, sie lagen im caudalen Bereich des Kerngebietes. Im
Nucleus accumbens wurden ipsilateral einige angefarbte Neuronen gefunden. In der
medialen Amygdala waren wenige Somata markiert. Bei einigen Tracings waren
auch in der lateralen Amygdala einzelne Somata mit dem Farbstoff gefullt. Eingange
aus der praoptischen Region waren schwach. In der Area praeoptica anterior lagen

' Das mediale Vorderhirnbiindels verlauft auch durch das Septum mediale. Bei Tracerapplikationen
auf Hohe dieses Kerngebietes konnten jedoch die Projektionen des medialen Vorderhirnbindels zum
Septum laterale von denen zum Septum mediale und zum Pallium unterschieden werden. Ein
Vergleich der Tracingstudien im Septum mediale und im Pallium mediale mit den Kontrollen erlaubte
wiederum eine Differenzierung der Projektionen zu diesen beiden Kerngebieten.
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die Projektionsneuronen in der dorsalen Halfte des Kerngebietes. Thalamische
Afferenzen erhielt das Septum laterale bilateral aus dem anterioren Thalamus und
aus dem caudalen Bereich des ventromedialen Thalamus. Im ventralen
Hypothalamus und im dorsalen Hypothalamus waren bilateral einzelne Zellen
retrograd markiert. Etwas mehr retrograd markierte Somata lagen bilateral im
posterioren Tuberculum. Im Mesencephalon wurden keine retrograd markierten
Neuronen gefunden. Bei einigen Tracingstudien waren sehr wenige Somata der
Formatio reticularis mit dem Farbstoff gefullt.

Efferenzen:

Die telencephalen Efferenzen des Septum laterale waren hauptsachlich auf die
ipsilaterale Seite beschrankt, wahrend sie caudal der Commissura anterior bilateral
verliefen und auf beiden Seiten des Gehirns in der Regel etwa gleich stark waren.

Die starksten telencephalen Efferenzen wies des Septum laterale zum ipsilateralen
Nucleus des Diagonalen Bandes von Broca auf. Auch in der Granularzellschicht des
Bulbus olfactorius, im Pallium mediale, im Septum mediale und im Nucleus
accumbens wurden ipsilateral feine varikose Fasern gefunden. Im ipsilateralen
caudalen Striatum zogen sehr wenige Fasern durch das laterale Neuropil.
Contralateral waren sehr wenige Terminalien im Septum laterale zu sehen. In der
medialen Amygdala waren sowohl im Bereich der Somata als auch im ventralen
Neuropil feine varikose Fasern zu finden. Uber die Commissura anterior und die
Commissura pallii zogen axonale Fasern zur contralateralen Seite. Im Bereich des
caudalen Nucleus entopeduncularis anterior terminierten nur wenige Fasern mit
verhaltnismalig wenigen Varikositaten.

In der praoptischen Region war die Faserdichte bilateral relativ hoch. Feine Axone
terminierten besonders im lateralen Neuropil der Area praeoptica anterior, des
Nucleus suprachiasmaticus und des Nucleus praeopticus magnocellularis. Zur
Habenula zogen ipsilateral ebenfalls feine Axone mit Varikositaten. Auf Hohe des
centralen Thalamus zogen bilateral axonale Fasern von ventral bis zu den Somata
des Nucleus entopeduncularis posterior, sie enthielten nur wenige varikose
Verdickungen. Von den dorsalen Thalamuskernen erhielten der anteriore, der
anteriolaterale, der centrale, der posteriore, der ventrolaterale, der ventromediale
Thalamus und der Nucleus Bellonci schwache Eingange aus dem Septum laterale.
Die Projektionen waren zum grof3ten Teil auf die ipsilaterale Seite beschrankt. Nur
wenige axonale Terminalien wurden im contralateralen anterioren und posterioren
Thalamus und im caudalen Bereich des ventromedialen Thalamus gefunden.
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Efferente Projektionen des Septum laterale zum Hypothalamus waren bilateral stark.
Ein dichtes Netz feiner varikoser Fasern lag vor allem im lateralen Neuropil und
erstreckte sich Uber die rostrocaudale Ausdehnung der Kerngebiete. Im posterioren
Tuberculum terminierten weniger Axone. Im Mesencephalon waren lediglich im
rostralen Torus laminaris sehr wenige Axone angefarbt. In weiter caudal gelegene
Kerngebieten wurden keine Terminalien beobachtet.

Angaben zu weiteren Verbindungen des Septum laterale mit kleineren Kerngebieten
sind Tab. VIl (Anhang) zu entnehmen. Abb. 35 =zeigt in schematischen
Transversalschnitten die Verteilung der markierten Somata und Axone.

Vergleich mit den Kontrollen:

Die Tracingstudien im Septum laterale standen insgesamt in guter Ubereinstimmung
mit den Kontrollen. Applikationen im Pallium mediale zeigten, dass die beiden
Kerngebiete auf der ipsilateralen Seite reziprok miteinander verbunden waren und
dass Projektionen des Pallium mediale zum contralateralen Septum laterale nur sehr
schwach waren. Applikationen im Septum mediale bestatigten schwache reziproke
Verbindungen, die ausschlieBlich auf die ipsilaterale Seite beschrankt waren. Bei
Kontrollen in der Area praeoptica anterior waren bilateral sehr viele Neuronen des
Septum laterale markiert, wodurch eine starke efferente Projektion des Septum
mediale in die praoptische Region bestatigt wurde; die Projektionsneuronen im
Septum laterale waren Uber die gesamte rostrocaudale Ausdehnung des
Kerngebietes verteilt. Die Kontrollen im dorsalen Thalamus standen insgesamt in
guter Ubereinstimmung mit den hier beschriebenen Befunden. Lediglich bei
Applikationen im centralen Thalamus wurden zusatzlich Hinweise auf eine Projektion
zum Septum laterale gefunden. Kontrollen im ventromedialen Thalamus zeigten,
dass die Projektionsneuronen des Septum laterale hauptsachlich im rostralen und
intermediaren Bereich des Kerngebietes lagen. Bei Kontrollen im anterioren
Thalamus waren sie hingegen Uber die gesamte rostrocaudale Ausdehnung des
Septum laterale verteilt. Bei einer Applikation im posterioren Tuberculum waren
wenige Zellen des Septum laterale retrograd markiert, die eine schwache Verbindung
bestatigten. Der Vergleich der Tracingstudien im Septum laterale mit den Kontrollen
im Telencephalon und im Thalamus ist in den Ubersichtsschemata in Abb. 37 bis
Abb. 39 am Ende von Kap. 3.2. zusammengefasst.
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Abb. 35: Tracingstudie im Septum laterale. Dargestellt sind schematische
Transversalschnitte durch das Gehirn, welche die Verteilung von markierten Somata
(Dreiecke) und axonalen Fasern (feine Linien) nach einer iontophoretischen
Applikation von Neurobiotin  im Septum laterale (schwarzer Bereich in
Schnittebene A, siehe Pfeil) zeigen. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Aufsicht
gekennzeichnet. Mal3stab = 500 ym, fur Abkurzungen siehe Liste.

3.2.5.2. Verbindungen des Septum mediale

Das Septum mediale war mit einer Vielzahl von Kerngebieten im Vorderhirn und im
Hirnstamm verbunden. Tab. VIII (Anhang) gibt einen Uberblick (iber die Projektionen.

Afferenzen:

Telencephale Afferenzen erhielt das Septum mediale hauptsachlich von der
ipsilateralen Seite, Afferenzen aus Kerngebieten caudal der Commissura anterior
waren hingegen uberwiegend bilateral.

In der Mitralzellschicht und der Granularzellschicht des Bulbus olfactorius waren
ipsilateral einige Somata markiert. Im contralateralen Septum mediale waren
insbesondere im caudalen Bereich sehr wenige Neuronen retrograd markiert.
Afferenzen aus dem Septum laterale waren auf die ipsilaterale Seite beschrankt und
nur schwach. Im ipsilateralen Nucleus des Diagonalen Bandes von Broca waren im
rostralen Bereich deutlich mehr Somata markiert als caudal. Die meisten retrograd
markierten Somata wurden im ipsilateralen Pallium mediale gefunden, sie waren
uber die gesamte rostrocaudale Ausdehnung des Kerngebietes verteilt. Auf der
contralateralen Seite waren nur wenige Neuronen im caudalen Bereich des Pallium
mediale angefarbt. Im ipsilateralen Pallium dorsale und laterale waren wenige
Somata angefarbt. Im Bereich des Nucleus accumbens wurden ipsilateral mehrere
retrograd markierte Neuronen gefunden.

In der rostralen medialen Amygdala war ipsilateral eine Gruppe von Zellen markiert,
die im ventrolateralen Bereich des Kerngebietes lag und sich an der ventralen Spitze
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des Ventrikels nach rostral fortsetzte. Contralateral waren im gleichen Bereich
ebenfalls einzelne Neuronen angefarbt. Eingange aus der lateralen und centralen
Amygdala waren nur schwach. Im Nucleus entopeduncularis anterior waren bei
einigen Tracingstudien ipsilateral sehr wenige Neuronen markiert. In der Area
praeoptica anterior waren mehr Neuronen im caudalen als im rostralen Bereich
gefarbt. Im Nucleus suprachiasmaticus waren besonders viele Neuronen im
ventralen Bereich markiert, teilweise lagen diese Zellen in einem Verbund lose
gepackter Zellen lateral vom Kerngebiet. In der Habenula waren ipsilateral einzelne
Neuronen mit dem Farbstoff gefullt.

Afferenzen aus dem Thalamus waren bilateral. Die meisten retrograd markierten
Neuronen lagen im anterioren Thalamus. Im &auRersten caudalen Bereich des
ventromedialen und centralen Thalamus wurden ebenfalls einige retrograd markierte
Neuronen gefunden. Im dorsalen, ventralen und lateralen Hypothalamus waren
bilateral wenige Neuronen markiert. Bei einigen Tracingstudien waren im Nucleus
fasciculi longitudinalis medialis wenige Neuronen im medialen Bereich markiert.

Bilaterale Eingange aus dem praetectalen Grau und aus dem Tegmentum waren
schwach. Im Nucleus visceralis secundarius und im Griseum centrale waren sehr
wenige Neuronen markiert. Vergleichsweise starke Afferenzen erhielt das Septum
mediale hingegen aus dem Nucleus raphes der Formatio reticularis.

Efferenzen:

Die efferenten Projektionen des Septum mediale waren auf das Vorderhirn
beschrankt.

Innerhalb des Bulbus olfactorius zogen die Axone insbesondere in die
Granularzellschicht. Auch in der Mitralzellschicht waren einzelne Axone markiert.
Sehr viele Axone terminierten im ipsilateralen Nucleus des Diagonalen Bandes von
Broca und im Pallium mediale. Auch im Nucleus accumbens waren ipsilateral
mehrere Fasern markiert. Efferente Projektionen zum ipsilateralen Septum laterale
waren vergleichsweise schwach, die Dichte axonaler Terminalien war im caudalen
Bereich des Kerngebietes etwas hoher. Uber das Pallium mediale und dorsale zogen
ipsilateral einzelne Fasern bis in das Pallium laterale. Im ipsilateralen Striatum
wurden caudal vereinzelt Axone mit Varikositaten gefunden. Die efferenten
Projektionen zur contralateralen Seite des Telencephalon waren sehr schwach und
beschrankten sich auf das Septum mediale, das Pallium mediale und den Nucleus
des Diagonalen Bandes von Broca.
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Zum Bed Nucleus der pallialen Kommissur und zur Eminentia thalami zogen
ipsilateral sehr viele, contralateral hingegen deutlich weniger Axone. Im Bereich des
Nucleus entopeduncularis anterior waren bilateral wenige axonale Fasern zu sehen.
Im Neuropil der medialen Amygdala lag bilateral ein sehr dichtes Netz feiner
varikoser Fasern, teilweise zogen die Axone bis zu den Somata. In der centralen und
lateralen Amygdala terminierten weniger Axone. Auf Hohe der medialen Amygdala
zogen viele Fasern Uber die Commissura pallii und die Commissura anterior zur
contralateralen Seite.

Projektionen zum  Diencephalon verliefen bilateral UGber das mediale
Vorderhirnblndel. Im Bereich der ipsilateralen praoptischen Region lag ein dichtes
Netz varikoser Fasern im lateralen Neuropil, etliche Fasern zogen auch zu den
Somata. Contralateral war die Faserdichte in den Kerngebieten der praoptischen
Region etwas geringer. In der Habenula terminierten ipsilateral axonale Fasern. In
den Kernen des Hypothalamus wurden bilateral Terminalien gefunden, besonders im
Bereich des dorsalen Hypothalamus. Auch im posterioren Tuberculum waren
bilateral axonale Terminalien zu sehen, die sich besonders auf den ventralen Bereich
konzentrierten, die Starke der Projektionen variierte bei den Tracingstudien. In weiter
caudal gelegenen Kerngebieten wurden keine Terminalien gefunden.

Abb. 36 gibt anhand repréasentativer Transversalschnitte einen Uberblick tber die
markierten Somata und Axone.

Vergleich mit den Kontrollen:

Tracingstudien in anderen Kerngebieten standen insgesamt in guter
Ubereinstimmung zu den beschriebenen Befunden, es gab jedoch auch einige
Differenzen. So deuteten Tracerapplikationen im anterioren Thalamus nur auf eine
schwache Projektion zum ipsilateralen Septum mediale hin. Bei Applikationen im
centralen und ventromedialen Thalamus wurden hingegen schwache bilaterale
Projektionen zum Septum mediale belegt. AuRerdem zeigten die Tracingstudien im
Thalamus, dass das Septum mediale keine Efferenzen zu thalamischen Kernen
aufweist. Bei Applikationen im Striatum wurden keine schwachen Eingange aus dem
Septum mediale bestatigt. Allerdings wurden auch keine Applikationen im aul3ersten
caudalen Striatum durchgeflhrt, wo die Terminalien nach Applikationen im Septum
mediale gefunden wurden. Tracerapplikationen im Pallium mediale belegten, dass
das Septum mediale starke ipsilaterale Afferenzen aus diesem Kerngebiet erhielt und
dass seine eigenen Projektionen in das Pallium mediale etwas schwacher waren.
Aulerdem wurden axonale Terminalien im contralateralen Septum mediale
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gefunden, die contralaterale Projektionen des Pallium mediale zum Septum mediale
belegen. Hinweise auf Projektionen des Septum mediale zum contralateralen Pallium
mediale wurden hingegen nicht gefunden. Bei Kontrollen in der Area praeoptica
anterior wurden bilateral retrograd markierte Neuronen im Septum mediale gefunden,
wobei die Anzahl ipsilateral deutlich hdher war. Anders als im Septum laterale waren
die Projektionsneuronen nicht gleichmafig Uber die rostrocaudale Ausdehnung des
Kerngebietes verteilt. So war ihre Anzahl im caudalen Telencephalon mit der im
Septum laterale vergleichbar, nahm jedoch nach rostral ab. Der Vergleich der
Tracingstudien im Septum mediale mit den Kontrollen im Telencephalon und im
Thalamus ist in den Ubersichtsschemata in Abb. 37 bis Abb. 39 am Ende von

Kap. 3.2. zusammengefasst.
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Abb. 36: Tracingstudie im Septum mediale. Dargestellt sind schematische
Transversalschnitte durch das Gehirn, die die Verteilung von markierten Somata
(Dreiecke) und axonalen Fasern (feine Linien) nach einer iontophoretischen
Applikation von Neurobiotin im Septum mediale (schwarzer Bereich in Schnittebene
B, siehe Pfeil) zeigen. Die Schnittebenen sind in der Ganzhirn-Aufsicht dargestelit.
Malstab = 500 uym, fur Abkurzungen siehe Liste.
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3.2.5.3. Verbindungen des Nucleus des Diagonalen Bandes von Broca

Tab. IX (Anhang) gibt einen Uberblick (iber die Verschaltungen des Nucleus des
Diagonalen Bandes von Broca. Diese Angaben konnen jedoch nur als Hinweise
verstanden werden, da sie auf einseitigen Tracingstudien ohne Kontrollen beruhen
(vgl. 3.2.5.).

Efferenzen:

Retrograd markierte Somata im Nucleus des Diagonalen Bandes von Broca wiesen
auf efferente Projektionen dieses Kerngebietes hin. Sie wurden bei Applikationen im
Pallium mediale, im Septum mediale und in der Area praeoptica anterior beobachtet.

Afferenzen:

Axonale Terminalien im Nucleus des Diagonalen Bandes von Broca wurden bei
zahlreichen Tracingstudien in anderen Kerngebieten gefunden. Sie deuten auf
Afferenzen aus diesen Kerngebieten hin und wurden insbesondere bei
Tracingstudien im Pallium mediale, Septum mediale, Septum laterale und in der Area
praeoptica anterior beobachtet. Weniger dicht war das Netz axonaler Terminalien bei
Tracingstudien in den thalamischen Kernen, die meisten Terminalien waren nach
Tracingstudien im centralen Thalamus markiert. Bei Tracingstudien im Striatum
waren keine Terminalien im Bereich des Nucleus des Diagonalen Bandes von Broca
zu finden.
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Abb. 37: Afferente und efferente Verbindungen des anterioren (A), centralen (B),

der thalamischen

Kerne

untereinander

jeweils auf der

posterioren (C) und ventromedialen (D) Thalamus. Dargestellt sind die Verbindungen

ipsilateralen und

contralateralen Seite. Die Dicke der Pfeile reprasentiert die Starke der Verbindung.

Fur Abkurzungen siehe Liste.
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Abb. 38: Afferente und efferente Verbindungen des caudalen und intermediaren
Striatum (A), des Pallium mediale (B), des Septum laterale (C) und des Septum
mediale (D). Dargestellt ist die Verbindung mit den untersuchten Thalamuskernen
jeweils auf der ipsilateralen und contralateralen Seite. Die Dicke der Pfeile
reprasentiert die Starke der Verbindung. Fur Abklrzungen siehe Liste.
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Abb. 39: Afferente und efferente Verbindungen des Pallium mediale (A), Septum
mediale (B), Septum laterale (C) und Striatum (D). Dargestellt sind die Verbindungen
der Kerne untereinander jeweils auf der ipsilateralen und contralateralen Seite. Die
Dicke der Pfeile reprasentiert die Starke der Verbindung. Fur Abklrzungen siehe

Liste.
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3.3. Intrazellularableitungen und Einzelzell-
anfarbungen

3.3.1. Methodische Befunde

Bei Hyla versicolor erwies sich eine erfolgreiche Elektrodenpenetration von einzelnen
striatalen Neuronen als schwierig. Falls eine Zelle penetriert wurde, verringerte sich
das Membranpotential, auch bei einem anfanglichen Potentialssprung von uber
40 mV, in den meisten Fallen innerhalb der ersten Sekunden sehr stark und
stabilisierte sich auch nach mehreren Minuten nicht. Eine leichte Hyperpolarisation
der Zellen durch eine negative Stromeinpragung konnte nicht zu einer Stabilisierung
des Membranpotentials beitragen. Bei diesen Neuronen konnte nicht von einer
typischen physiologischen Antwort ausgegangen werden, so dass von einer
Aufzeichnung abgesehen wurde.

Wegen der experimentellen Schwierigkeiten bei Intrazellularableitungen im Striatum
von Hyla versicolor wurde dazu Ubergegangen, Intrazellularableitungen bei Bombina
orientalis ~ durchzufuhren. Bei dieser Art konnten bereits erfolgreich
Intrazellularableitungen in verschiedenen Hirnregionen durchgefihrt werden
(Endepols & Walkowiak 1999, 2001; Klein 2000). AulRerdem zeigte sich, dass die
Somata im Striatum von Bombina orientalis im Mittel einen groReren Durchmesser
aufwiesen als die striatalen Neuronen von Hyla versicolor (Tab. 4), wodurch eine
erfolgreiche Elektrodenpenetration bei Erhalt eines stabilen Membranpotentials im
allgemeinen vereinfacht wird. Die Durchmesser der Somata wurden mit Hilfe der
vorliegenden Tracingstudien bestimmt, dabei wurde bei jeweils drei Individuen pro
Art der maximale Durchmesser von jeweils zehn striatalen Neuronen ermittelt.

Tab. 4: Durchmesser der Somata im Striatum von Hyla versicolor und Bombina
orientals.

Bombina orientalis Hyla versicolor

Durchmesser der Somata 14,4 + 1,9 (n=30) 10,5 + 1,4 (n=30)
im Striatum [um]

Die Elektrodenpenetration striataler Neuronen verlief bei Bombina orientalis
tatsachlich erfolgreicher als bei Hyla versicolor. Das Membranpotential stabilisierte
sich in Anschluss an die Penetration haufiger (vgl. 3.3.2.1.). Allerdings
verschlechterte es sich in vielen Fallen im Verlauf langer andauernder
Registrierungen. Es erwies sich daher als unpraktikabel, Interstimulusintervalle von
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90 s und mehr zu verwenden, bei denen bei den Extrazellularableitungen die
maximale Amplitude der EPs gemessen wurde (vgl. 3.1.2.2.). Aufgrund dieser
Problematik wurde bei den Intrazellularableitungen mit einem Interstimulusintervall
von 20 s oder 30 s stimuliert, auch wenn davon ausgegangen werden musste, dass
in diesem Fall einzelne, stark habituierende Neuronen nicht auf diese Reize
antworteten. Eine Beeinflussung der Latenz und Dauer der Antworten war hingegen
nicht zu erwarten, da diese Parameter bei den Extrazellularableitungen keine
Abhangigkeit vom Interstimulusintervall zeigten.

Bei denjenigen Neuronen, bei denen eine intrazellulare Fullung mit Neurobiotin
vorgenommen wurde, waren Somata, Dendriten und Axone gleichmaRig tiefschwarz
gefarbt mit einem guten Signal-Hintergrund-Kontrast. Feine Strukturen wie
dendritische Spines und axonale Varikositaten waren lichtmikroskopisch sehr gut zu
erkennen. Die axonalen Projektionen der striatalen Neuronen waren auch uber
Distanzen von mehr als 8 mm angefarbt. Allerdings waren diese Strukturen so fein,
dass sie auch bei einer 400fachen VergroRerung kaum zu sehen waren. Eine
Rekonstruktion war in der Regel nur anhand der Verfolgung der varikosen
Verdickungen maoglich. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass axonale
Projektionen ohne Varikositaten nicht bertcksichtigt wurden. Da sich varikose
Verdickungen jedoch besonders im Bereich der Terminationsgebiete eines Axons
befinden, ist davon auszugehen, dass diese Gebiete weitgehend erfasst wurden. Wie
bei den Tracingstudien erwies sich eine Transportzeit von 24 - 48 h als optimal, um
auch die vom Soma weit entfernten axonalen Strukturen zu markieren. Es stellte sich
heraus, dass die axonalen Projektionen der striatalen Neuronen sehr weitlaufig
waren und zum Teil bilateral verliefen. Daher erwies es sich flir eine genaue
Rekonstruktion als vorteilhaft, pro Gehirn nur ein Neuron zu fullen. Bei den
Einzelzellanfarbungen waren zum Teil Gruppen von bis zu vier Neuronen in
unmittelbarer Nachbarschaft markiert (Cluster). Ein Herausrutschen der Elektrode
konnte fur diese Mehrfachflllungen nicht verantwortlich sein, da nach Beendigung
der lontophorese noch stabile intrazellulare Ableitungen registriert werden konnten.
Es wurde daher von einer Kopplung der markierten Neuronen uber elektrische
Synapsen (Gap junctions) ausgegangen und die Neuronencluster wurden bezuglich
der axonalen Projektionen und der Dendriten als Einheit rekonstruiert. In einem Fall
war ein Neuron markiert, bei dem der Farbstoff nicht iontophoretisch appliziert wurde
(Bo/041001/N12). Anhand seiner Position konnte rekonstruiert werden, dass es sich
um ein Neuron handelte, in dem eine 20-mintige Intrazellularableitung durchgeflihrt
wurde. Vermutlich diffundierte der Marker im Verlauf dieser Ableitung in die Zelle.
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3.3.2. Physiologische Befunde

3.3.2.1. Durchgefiihrte Experimente

Es konnten Intrazellularableitungen in 99 striatalen Neuronen von Bombina orientalis
durchgefuhrt werden, bei denen das Membranpotential nach der Penetration
zwischen -25 mV und -50 mV lag, der Mittelwert betrug -35,1 £ 7,2 mV. Zum Tell
verschlechterte sich das Membranpotential wahrend der Registrierung. In diesen
Fallen wurden die Antworten nur berlcksichtigt, wenn sich die Antworttypen und die
in der Auswertung bericksichtigten Parameter (Latenz und Dauer) nicht veranderten,
sondern lediglich die Amplitude der Antworten variierte.

Bei den Ableitungen wurde bei 47 Neuronen die Reaktion auf eine Stimulation des
N. VIll, bei 8 Neuronen die Reaktion auf eine Stimulation des N. Il und bei
44 Neuronen die Reaktion auf eine alternierende Stimulation beider Nerven getestet.
Die untersuchten Neuronen lagen im Bereich des caudalen Striatum (81 %) und des
intermediaren Striatum (19 %).

3.3.2.2. Antworteigenschaften der untersuchten Neuronen

Die untersuchten Neuronen waren zum Teil spontanaktiv (70 %), bei den Ubrigen
Neuronen konnte eine erfolgreiche Zellpenetration lediglich anhand des
Potentialsprungs festgestellt werden. 30 % der striatalen Neuronen von Bombina
orientalis reagierten auf eine einfache Stimulation des N. VIII und 83 % auf eine
einfache Stimulation des N. II.

Es wurden verschiedene Antworttypen als Reaktion auf eine Stimulation registriert,
die jedoch innerhalb eines Neurons reproduzierbar waren. Die Antworten enthielten
exzitatorische Komponenten in Form von exzitatorischen postsynaptischen
Potentialen (EPSPs) oder Aktionspotentialen (APs) und inhibitorische Komponenten
in Form von inhibitorischen postsynaptischen Potentialen (IPSPs). Diese
Komponenten lagen innerhalb eines Antworttyps separat oder in unterschiedlichen
Kombinationen vor.

Nach einer Stimulation des N. VIl reagierten die Neuronen mit einer Inhibition (I-Typ,
81 %), einer Inhibition gefolgt von einer Exzitation (IE-Typ, 11 %) oder einer
Exzitation gefolgt von einer Inhibition (EI-Typ, 7 %). Als Reaktion auf eine Stimulation
des N. Il zeigten die Neuronen eine Inhibition (I-Typ, 74 %), eine Exzitation gefolgt
von einer Inhibition (EI-Typ, 18 %), eine Inhibition gefolgt von einer Exzitation
(IE-Typ, 4 %) oder eine Exzitation gefolgt von einer Inhibition und einer weiteren
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Exzitation (EIE-Typ, 4 %). Die Dauer und der Verlauf der Antworten variierten zum
Teil, so wiesen beispielsweise die inhibitorischen Antworten teilweise mehrere Peaks
auf. Abb. 40 gibt einen Uberblick iber die unterschiedlichen Antworttypen.

A D
x 5mV
5mV
B E
'\ R\
5 mV 5mV
C 200 ms
'\ |10 mV
200 ms

Abb. 40: Exemplarische Beispiele flr intrazellulare Antworten striataler Neuronen
nach einer Stimulation des N. VIII (A, C) und N. Il (B, D, E). Der Pfeil markiert das
Stimulusartefakt. A Inhibition B mehrphasische Inhibition C Inhibition/Exzitation
D Exzitation/Inhibition E Exzitation/Inhibition/Exzitation. Genauere Angaben zu den
verschiedenen Antworttypen nach einer Stimulation des N. VIII und N. Il sind dem
Text zu entnehmen.

Bei 44 Neuronen wurde alternierend die Reaktion auf eine Stimulation des N. VIII
und des N. Il getestet. Dabei zeigte sich, dass die Neuronen entweder bei beiden
Stimuli Antworten zeigten (34 %) oder nur auf eine Stimulation des N. Il reagierten
(66 %). Bei einer Reaktion auf beide Stimuli zeigten die Neuronen in 40 % der Falle
unterschiedliche Antworttypen. Die Latenzen der Antworten unterschieden sich bei
allen Neuronen, die auf beide Stimuli reagierten, und waren in 33 % der Falle bei
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einer Stimulation des N. VIIl und in 67 % der Falle bei einer Stimulation des N. Il
klrzer.

3.3.2.3. Latenzen und Dauern der intrazellularen Antworten

Die Latenzen der Gesamtantworten lagen bei einer Stimulation des N. VIII zwischen
34 und 118 ms und bei einer Stimulation des N. Il zwischen 34 und 67 ms. Bei der
separaten Bestimmung der Latenzen der exzitatorischen und inhibitorischen Anteile
der Antworten zeigte sich, dass die EPSPs nach einer Stimulation des N. Il
signifikant klrzere Latenzen aufwiesen als die IPSPs (Tab. 5). In Abb. 41 ist die
Verteilung der Latenzen der exzitatorischen und inhibitorischen Anteile aller
Antworten zusammengefasst.

Die Gesamtdauer der Antworten im Striatum variierte bei einer Stimulation des N. VIl
zwischen 96 und 1133 ms und bei einer Stimulation des N. Il zwischen 117 und
1331 ms. Die Dauer der EPSPs war sowohl nach einer Stimulation des N. VIII als
auch des N. |l signifikant kurzer als die Dauer der IPSPs (Tab. 6, Abb. 42)

Tab. 5: Latenz (Mittelwerte + Standardabweichung) der intrazellularen Antworten im
Striatum von Bombina orientalis nach einer Stimulation des N. VIII bzw. des N. II.
Angegeben sind die Latenzen der Gesamtantworten, der EPSPs und der IPSPs.

Intrazellulare Antwort

Stimulation N. VIII

Stimulation N. Il

Gesamtantwort 59,7 + 16,5 (n=27) 52,2 + 7,7 ms (n=50)
IPSPs 61,4 £ 19,9 (n=27) 56,4 + 8,7 ms (n=50)
EPSPs 76,0 £ 59,4 (n=2) 44,7 £ 9,9 ms (n=11)

p (IPSPs > EPSPs)

n.s.

p < 0,001

Tab. 6: Dauer (Mittelwerte + Standardabweichung) der intrazellularen Antworten im
Striatum von Bombina orientalis nach einer Stimulation des N. VIII bzw. des N. Il
Angegeben sind die Dauern der Gesamtantworten, der frihen EPSPs und der

IPSPs.

Intrazellulare Antwort

Stimulation N. VIl

Stimulation N. Il

Gesamtantwort 533,2 + 314,3 (n=26) 616,2 + 293,8 ms (n=38)
IPSPs 531,3 £ 314,5 (n=26) 609,1 + 297,0 ms (n=38)
EPSPs 24,0 + 4,2 (n=2) 19,6 £ 8,0 ms (n=11)

p (IPSPs > EPSPs)

p < 0,001

p < 0,001
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Abb. 41: Verteilung der Latenzen der exzitatorischen (EPSPs) und inhibitorischen
(IPSPs) Anteile der Reizantworten striataler Neuronen von Bombina orientalis nach
einer Stimulation des N. VIII bzw. N. II.

109



ERGEBNISSE

Stimulation N. VIII

= EPSPs
3 A M M —— |PSPs

Anzahl der Neuronen
N
1
]
]
]

AL T 1

I T
0 250 500 750 1000 1250 1500

Dauer (ms)
12- Stimulation N. I
107

Anzahl der Neuronen
(o))

o T L L P
0 250 500 750 1000 1250 1500
Dauer (ms)

Abb. 42: Verteilung der Dauern der exzitatorischen (EPSPs) und inhibitorischen
(IPSPs) Anteile der Reizantworten striataler Neuronen von Bombina orientalis nach
einer Stimulation des N. VIII bzw. N. II.
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3.3.3. Anatomische Befunde

3.3.3.1. Durchgefiihrte Experimente

Erfolgreiche Einzelzellanfarbungen im Anschluss an eine elektrophysiologische
Charakterisierung der striatalen Neuronen wurden bei vier Praparaten von Bombina
orientalis durchgefihrt. Dabei wurden bei einem Gehirn (Bo/041001) drei Neuronen
markiert. Bei den Ubrigen Gehirnen wurde nur jeweils eine Einzelzellfillung
vorgenommen, um eine erfolgreich Rekonstruktion der stark verzweigten neuronalen
Strukturen zu ermaoglichen. Lediglich bei zwei Neuronen gelang die Rekonstruktion
der vollstandigen axonalen Projektionen. Bei den anderen Praparaten konnten nur
die Lage der Somata und Teile der Dendriten bzw. Axone rekonstruiert werden.
Aufgrund der geringen Anzahl markierter Neuronen war eine Klassifizierung nicht
moglich, die rekonstruierten Neuronen werden daher einzeln aufgefuhrt.

3.3.3.2. Anatomie einzelner Neuronen

Die Bezeichnungen der Einzelneuronen geben Auskunft Uber die Artbezeichnung
(Bo = Bombina orientalis), das Datum und die fortlaufende Nummer der Neuronen, in
denen an dem entsprechenden Tag Intrazellularableitungen durchgefihrt wurden.

Neuron Bo/290601/N4

Vor der Fillung Neurobiotin wurde das Neuron physiologisch charakterisiert. Es
zeigte nach einer Stimulation des N. VIII eine Inhibition gefolgt von einer Exzitation
(IPSP mit einer Latenz von 73 ms und Rebound-Spike mit einer Latenz von
624,3 + 54,2 ms, n=3), die Reaktion auf eine Stimulation des N. Il wurde nicht
untersucht.

Das Soma (10x17 pym) lag im intermediaren Bereich des Striatum ventrale, es wies
eine tiefschwarze Farbung auf. Die Markierung der Dendriten und des Axons war
jedoch schlecht, so dass lediglich ein kurzes Teilstick des Axons rekonstruiert
werden konnte (Abb. 43).

Neuron Bo/041001/N12

Das Neuron zeigte bei Intrazellularableitungen nach einer Stimulation des N. VI
bzw. des N. Il eine Inhibition (IPSP), mit einer Latenz von 48 bzw. 66 ms und einer
Dauer von 510 bzw. 900 ms.
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Das Soma des Neurons (8x10 ym) lag im intermediaren Bereich des Striatum
dorsale. Bei diesem Neuron wurde der Marker nicht iontophoretisch appliziert,
sondern diffundierte vermutlich wahrend der Intrazellularableitung in die Zelle
(vgl. 3.3.1.). Das Neuron konnte jedoch anhand seiner Lage identifiziert und der
Intrazellularableitung zugeordnet werden. Das Soma war nur schwach gefarbt, die zu
dem Neuron gehorenden Dendriten konnten nicht rekonstruiert werden. Das Axon
zog nach ventral und caudal, es verzweigte sich stark im lateralen Neuropil und
innerhalb der Somata des Striatum ventrale. Ob es weitere axonale Projektionen
nach caudal gab, konnte nicht mit Sicherheit gesagt werden; es waren zwar axonale
Fasern aulderhalb des Telencephalon zu sehen, sie konnten jedoch nicht eindeutig
Neuron Bo/041001/N12 oder Neuron Bo/041001/N17 zugeordnet werden (Abb. 44).

Neuron Bo/041001/N16

Das Soma (8x13 um) lag im intermediaren Telencephalon an der Grenze zwischen
dem Striatum dorsale und dem ventralen Pallium laterale, eine eindeutige Zuordnung
war nicht moglich. Es handelte sich um ein bipolares Neuron. Ein glatter
Dendritenbaum erstreckte sich in das laterale Neuropil des Striatum dorsale in einem
Bereich 100 uym rostral und 250 ym caudal des Soma. Ein zweiter Fortsatz zog nach
medial zum Ventrikel, er konnte nur Uber 100 um verfolgt werden. Die stark
varikosen Kollateralen des Axons zogen nach caudal ins Striatum dorsale und
konnten Uber einen Bereich von 400 um verfolgt werden (Abb. 45).

Neuron Bo/041001/N17

Das Neuron zeigte als Antwort auf eine Stimulation des N. VIII bzw. des N. Il eine
Inhibition (IPSP) mit einer Latenz von 52 bzw. 61 ms, die Gesamtdauer Uberschritt
750 ms und konnte aufgrund fehlender Videoaufzeichnungen nicht genau bestimmt
werden.

Das Soma (10x18 uym) lag im intermediaren Striatum ventrale. Die Dendriten, die
stark mit Spines besetzt waren, erstreckten sich in das laterale Neuropil des Striatum
ventrale, das Dendritenfeld umfasste einen Bereich von 250 ym caudal des Somas.
Das Axon zog nach caudoventral und konnte nur Uber einen Bereich von 200 ym
eindeutig verfolgt werden. Axonale Projektionen auf3erhalb des Telencephalon
konnten Neuron Bo/041001/N17 oder Neuron Bo/041001/N12 nicht eindeutig
zugeordnet werden (Abb. 46).
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Neuron Bo/261001/N12

Das Neuron zeigte bei Intrazellularableitungen nach einer Stimulation des N. VIII
bzw. des N. Il eine Inhibition (IPSP), mit einer Latenz von 44 bzw. 49 ms und einer
Dauer von 355 bzw. 550 ms.

Bei der Fullung des Neurons wurde ein Cluster von vier Neuronen angefarbt. Die
Somata (8x13, 8x18, 12x15 und 12x20 uym) dieser Neuronen lagen im caudalen
Striatum ventrale in 70 - 90 ym Entfernung vom Ventrikel. Die Zellen besal3en jeweils
1-3 Primardendriten. Die Dendriten waren grofdtenteils stark mit Spines besetzt und
zogen von den Somata nach lateral. Sie befanden sich hauptsachlich im Neuropil
des Striatum ventrale, nur ein Dendritenbaum erstreckte sich bis in das laterale
Neuropil des Striatum dorsale. In rostraler Richtung der Somata dehnte sich das
Dendritenfeld 150 ym weit aus, in caudaler Richtung 250 um.

Die axonalen Projektionen verliefen nach caudal. Sie durchzogen das laterale
Neuropil des Striatum ventrale und wiesen zahlreiche Varikositaten auf. Auf Hohe
des Nucleus entopeduncularis anterior, in dessen Bereich die Fasern teilweise
terminierten, mundeten etliche Projektionsfasern in das laterale Vorderhirnblndel,
uber das sie zum Diencephalon zogen. Auf Hohe des Nucleus entopeduncularis
posterior, in dessen Bereich die Axone keine Varikositaten aufwiesen, zogen drei
Fasern parallel nach dorsal in Richtung des dorsalen Thalamus. Sie terminierten
jedoch nicht in den Kernen des Thalamus, sondern zogen weiter nach caudal,
vereinzelt waren im caudalen Diencephalon varikose Verdickungen zu sehen. Auf
Hohe des caudalen Bereiches des posterioren Thalamus bogen die
Projektionsfasern nach ventral ab und passierten das Mesencephalon im
ventrolateralen Neuropil des Torus semicircularis und des Tegmentum, wobei sie
wieder mehr Varikositaten aufwiesen. Auch im lateralen Neuropil des Nucleus
praetrigeminalis waren Kollateralen mit Varikositaten zu sehen. Nach caudal konnten
sehr feine axonale Fasern bis in das Ruckenmark verfolgt werden, wo sie im
ventrolateralen Bereich verliefen (Abb. 47 und Abb. 48).

Neuron Bo/151101/N11

Das Neuron zeigte eine sehr geringe Spontanaktivitat und reagierte sowohl bei einer
Stimulation des N. VIII als auch bei einer Stimulation des N. Il mit einer Inhibition
gefolgt von einer Exzitation (IPSP und Rebound-Spike). Die Latenz der IPSPs betrug
60 bzw. 54 ms, die Gesamtdauer der Antwort 609 bzw. 770 ms.
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Bei der Fullung des Neurons wurde ein Cluster von vier Neuronen angefarbt. Die
Somata dieser Neuronen lagen im caudalen Bereich des Striatum dorsale. Drei
Somata (10x18, 9x14 und 10x13 ym) grenzten unmittelbar aneinander und befanden
sich in 75 ym Entfernung vom Ventrikel. Ein Soma (10x20 ym) lag in der gleichen
Schnittebene, aber nur 30 ym vom Ventrikel entfernt.

Die Zellen besalden jeweils 2-3 Primardendriten. Die Dendriten, die grofitenteils stark
mit Spines besetzt waren, zogen von den Somata nach lateral in das Neuropil des
Striatum und nach dorsal in den ventralen Bereich des Pallium laterale; in rostraler
und caudaler Richtung dehnte sich das Dendritenfeld jeweils Gber 200 um aus.

Die axonalen Projektionen der Neuronen verliefen nach caudal. Im Kerngebiet des
Striatum fanden sich axonale Terminalien im lateralen Neuropil des Striatum dorsale
und, in geringerem Ausmal, des Striatum ventrale. Im caudalen Striatum waren
aullerdem zahlreiche axonale Terminalien im Bereich der Somata des Striatum
dorsale zu beobachten. Auf Hohe der rostralen Area praeoptica anterior zogen
mehrere axonale Fasern ipsilateral in das laterale Vorderhirnbindel. Es konnten
aullerdem axonale Fasern mit zahlreichen Varikositaten dorsal und ventral des
lateralen Vorderhirnblindels beobachtet werden. Auf Hohe der medialen Amygdala
zogen stark varikose Fasern Uber die Commissura anterior zur contralateralen Seite.
Die Projektionsfasern passierten bilateral den Nucleus entopeduncularis anterior und
verliefen Uber das laterale Vorderhirnblindel weiter ins Diencephalon. Auf Hohe des
ipsilateralen Nucleus entopeduncularis posterior, in dessen Kerngebiet einzelne
axonale Terminalien mit Varikositaten zu finden waren, bogen zwei dickere axonale
Faser ohne Varikositaten nach dorsal ab. Im caudalen Diencephalon fanden sich
zusatzlich zu diesen Hauptprojektionsfasern etliche sehr feine axonale
Verzweigungen mit Varikositaten. Eine Kollaterale verlief nach dorsal zwischen dem
posterodorsalen lateralen Thalamus und dem posteroventralen lateralen Thalamus.
Mehrere Kollateralen zogen nach medial in Richtung des posterioren Tuberculum
bzw., in starkerem Ausmal}, zum dorsalen Hypothalamus und zum basalen optischen
Nucleus. Caudal des posterioren Tuberculum zog eine Faser ventral vom Nucleus
interpeduncularis Uber die Commissura tuberculi posterioris zur contralateralen Seite
und terminierte im basalen optischen Nucleus. Zusatzlich zu den Fasern, die durch
das laterale Vorderhirnblindel zogen, befand sich auf der ipsilateralen Seite eine
Faser, die im rostralen Diencephalon zwischen dem Ventrikel und dem dorsalen
Nucleus suprachiasmaticus verlief und schliellich nach dorsal abbog und in das
Kerngebiet des ventromedialen Thalamus zog. Auf der contralateralen Seite konnten
axonale Fasern, die ebenfalls durch das laterale Vorderhirnbliindel zogen, bis ins
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caudale Diencephalon verfolgt werden, wo eine Faser mit Varikositaten nach medial
zum posterioren Tuberculum abbog. Vom Mesencephalon bis zum rostralen
Rhombencephalon konnte keine durchgehende Rekonstruktion der Axone
durchgefuhrt werden, da die Farbung auf dem entsprechenden Objekttrager nur sehr
schwach war. Dennoch konnten auf einigen Schnitten markierte Faserabschnitte
lokalisiert werden, so waren im lateralen Neuropil des Nucleus praetrigeminalis sehr
dinne axonale Fasern mit Varikositaten zu sehen. Nach caudal konnten sehr feine
Axone mit vielen Varikositaten bis ins Ruckenmark verfolgt werden (Abb. 49 und
Abb. 50).

A

Abb. 43: Rekonstruktion von Neuron Bo/290601/N4. A Schematischer Querschnitt
des Telencephalon, die Lage des Somas ist markiert (Stern). B Ganzhirnaufsicht mit
Lage der Schnittebene. C Rekonstruiertes Soma und ein Teil des Axons.
Malfstab = 100 um, flr Abklrzungen siehe Liste.
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Abb. 44: Rekonstruktion von Neuron Bo/041001/N12. A Schematischer Querschnitt
des Telencephalon, die Lage des Somas ist markiert (Stern). B Ganzhirnaufsicht mit
Lage der Schnittebene. C Rekonstruiertes Soma mit den proximalen axonalen
Projektionen. Mal3stab = 100 um, flr Abkirzungen siehe Liste.
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Abb. 45: Rekonstruktion von Neuron Bo/041001/N16. A Schematischer Querschnitt
des Telencephalon, die Lage des Somas ist markiert (Stern). B Ganzhirnaufsicht mit
Lage der Schnittebene. C Rekonstruiertes Soma mit den proximalen axonalen
Projektionen (siehe Pfeile) und den Dendriten. MalRstab = 100 pym, flr Abkirzungen
siehe Liste.
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Abb. 46: Rekonstruktion von Neuron Bo/041001/N17. A Schematischer Querschnitt
des Telencephalon, die Lage des Somas ist markiert (Stern). B Ganzhirnaufsicht mit
Lage der Schnittebene. C Rekonstruiertes Soma mit einem Teil des Axons (siehe
Pfeile) und den Dendriten. Mal3stab = 100 ym, fur Abkdrzungen siehe Liste.
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Abb. 48: Transversalschnitte durch das Telencephalon mit Neuronengruppe
Bo/261001/N12. A Rekonstruktion der vier markierten Somata mit Dendritenbaumen
und proximalen axonalen Projektionen. Die Dendriten erstrecken sich zum groften
Teil in das laterale Neuropil des Striatum ventrale, nur ein Dendritenast reicht in das
Neuropil des Striatum dorsale. Zur Schnittebene vergleiche Abb. 47 A.
B Mikrofotografie von zwei der angefarbten Neuronen. Die Dendriten sind mit feinen
Spines besetzt (Pfeile). MalRstab = 50 uym, fur Abklrzungen siehe Liste.
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Abb. 50: Rekonstruktion von Neuronengruppe Bo/151101/N11 mit allen Dendriten-
baumen und den proximalen axonalen Projektionen. Die Dendriten erstrecken sich in
das laterale Neuropil des Striatum dorsale und des Pallium laterale, pars ventrale.
Axonale Terminalien finden sich im Striatum dorsale sowie vereinzelt in den
Kerngebieten des Striatum ventrale und des Pallium laterale, pars ventrale (schwarze
Pfeile). Durch das laterale Neuropil des Striatum ventrale ziehen Projektionsfasern
mit wenigen Varikositaten (graue Pfeile). Zur Schnittebene vergleiche Abb. 49 A und
B. Maldstab = 100 um, fur Abklrzungen siehe Liste.
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4. Diskussion

4.1. Methodisches

4.1.1. Das in vitro-Ganzhirnpraparat

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Versuchsansatz gewahlt, bei dem das gesamte
Gehirn aus dem Organismus isoliert und in einer Nahrlosung gehalten wurde.
In vitro-Praparationen von Amphibiengehirnen sind bei zahlreichen physiologischen
und anatomischen Untersuchungen erfolgreich eingesetzt worden (z.B. Sivilotti &
Nistri 1986; Nistri et al. 1990; Delaney & Hall 1996; Luksch et al. 1996, 1998; Roth et
al. 1999; Roth & Westhoff 1999; Westhoff & Roth 2002). Sie bieten eine Reihe von
experimentellen Vorteilen. So sind alle Hirnareale frei zuganglich, was eine einfache
Platzierung der Ableitelektrode sowie mehrerer Reizelektroden an unterschiedlichen
Stellen erlaubt. Es sind stabilere Ableitungen moglich als bei einem in vivo-Praparat,
bei dem das Pulsieren des Herzschlags uber die Cerebrospinalflissigkeit auf das
Hirngewebe Ubertragen wird. Auch grofflachige Tracerapplikationen lassen sich,
unabhangig vom Uberleben des Tieres, durchfiihren. Pharmakologische Substanzen
konnen relativ einfach Uber die Badldésung oder lokal in gut zugangliche Areale
appliziert werden. Das Gehirn zeigt auch nach mehreren Tagen stabile neuronale
Antworten und keine Degenerationserscheinungen, so dass vergleichende
Untersuchungen an einem Individuum mdglich sind. Anders als bei Slice- oder Block-
Praparaten bleibt bei Ganzhirnpraparaten die Konnektivitdt des gesamten Gehirns
erhalten.

Allerdings weist das in vitro-Praparat auch Einschrankungen auf, die bei der
Interpretation der Untersuchungsergebnisse berucksichtigt werden mussen. So
werden die naturlichen Stimuli durch elektrische ersetzt. Aufgrund dieser artifiziellen
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Stimulussituation kénnen beispielsweise am N. VIII nur zeitliche Muster der
naturlichen Rufe der Anuren simuliert werden, wahrend eine selektive spektrale
Stimulation nicht mdglich ist. Im Gegensatz zu elektrophysiologischen
Untersuchungen am wachen, frei beweglichen Tier kdnnen die in vitro gewonnenen
Daten auch nicht direkt in Korrelation zum Verhalten des Tieres gesetzt werden.

Far die in dieser Arbeit zu untersuchenden Fragestellungen erwies sich das in vitro-
Ganzhirnpraparat jedoch als gut geeignet. Bei den elektrophysiologischen Studien
stand die Frage im Vordergrund, welche Hirnareale bzw. Neuronentypen prinzipiell
an der Verarbeitung sensorischer Signale beteiligt sind. In vorhergehenden Studien
konnte gezeigt werden, dass die physiologischen Antworteigenschaften der
Neuronen in vivo und in vitro gut vergleichbar sind (Delaney & Hall 1996; Luksch
1994; Luksch & Walkowiak 1998; Luksch et al. 1996; Roth et al. 1999). Insbesondere
bei den hier durchgefuhrten Untersuchungen im Striatum erwies sich die freie
Zuganglichkeit der Hirnareale als grolier Vorteil, da ein Zugang zu ventralen
Bereichen des Gehirns in vivo nur durch den Gaumen moglich ist und somit an
narkotisierten Tieren stattfinden musste. Durch den Erhalt der gesamten
Konnektivitdt des Gehirns konnten die komplette zentrale Hor- und Sehbahn erregt
werden. Unter Berucksichtigung der fehlenden peripheren  Strukturen
(Haarsinneszellen im Ohr und Retina im Auge) konnte daher von einer guten
Vergleichbarkeit der Antwortlatenzen im in vitro-Praparat und im intakten Tier
ausgegangen werden konnte. Bei den anatomischen Studien waren eine gute
Zuganglichkeit der Applikationsorte und eine ausreichende Uberlebenszeit des
Praparates fur einen vollstandigen Transport des Markers gegeben. Im
Ganzhirnpraparat konnten auch weitreichende axonale Projektionen vollstandig
rekonstruiert werden. Eine gute Vergleichbarkeit von intrazellularen und
extrazellularen Tracings in vivo und in vitro wurde bereits in anderen anatomischen
Studien am Amphibiengehirn nachgewiesen (Luksch 1994; Luksch et al. 1998; Roth
et al. 1999; Dicke 1999).

4.1.2. Extrazellularableitungen

Extrazellularableitungen mit Glasmikroelektroden sind eine bewahrte Methode, um
in vitro und in vivo die Reaktion von Nervenzellpopulationen auf aullere Reize oder
eine elektrische Stimulation von Bahnverbindungen im Gehirn zu untersuchen.
Grundlage fur die Entstehung von EPs ist die reizbezogene Aktivierung von
lonenkanalen distinkter Neuronenpopulationen (Leung 1990; Krug 1997). Auch im
vorliegenden Praparat konnten EPs im Di- und Telencephalon registriert werden.
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Durch die Stimulation des N. VIl und des N. Il einzelner Nervenaste sollten
spezifische Reaktionen von Neuronenpopulationen auf visuelle und auditorische
Reize untersucht werden. Aufgrund unterschiedlicher Latenzen und Polaritaten der
EPs nach einer Stimulation der Nerven konnte gezeigt werden, dass die
Neuronenpopulationen in der Umgebung der Elektrodenspitze tatsachlich
reizspezifisch reagierten.

Bei den hier verwendeten Extrazellularelektroden konnte davon ausgegangen
werden, dass der effektive Radius (Bereich um die Elektrodenspitze, in dem
extrazellulare Potentiale von der Elektrode registriert werden) maximal 300 um
betrug. So wurden im Diencephalon an den lateralen Einstichorten e bis h keine EPs
beobachtet (vgl. 3.1.2.4.). Unmittelbar aullerhalb der untersuchten thalamischen
Region im Diencephalon wurden ebenfalls keine EPs registriert. Da die Maxima der
EPs in den thalamischen Kernen an den Einstichorten a bis d jeweils weiter als
300 um auseinander lagen, konnte mit Hilfe der Extrazellularableitungen bestimmt
werden, welche Kerne des Diencephalon prinzipiell an der Verarbeitung auditorischer
Informationen beteiligt sind. Eine prazisere Aussage uUber Verteilung auditorisch
erregbarer Neuronen innerhalb von Subarealen dieser Kerngebiete konnte mit Hilfe
von speziellen Metallelektroden getroffen werden, die einen geringeren effektiven
Radius aufweisen. Die verwendeten Glasmikroelektroden boten jedoch den Vorteil,
die Extrazellularableitungen direkt mit Tracerapplikationen zu kombinieren, um die
Verbindungen der physiologisch charakterisierten Kerngebiete zu untersuchen (Krug
1997).

4.1.3. Extrazellulare Tracingstudien

Der Marker Neurobiotin wurde bei einer extrazellularen Applikation sehr gut von den
Neuronen an der Applikationsstelle aufgenommen, die Nachweisreaktion fuhrte zu
einer gleichmaligen, tiefschwarzen Farbung mit groRem Detailreichtum.
Vergleichbare Ergebnisse wurden bei extrazellularen Neurobiotin-Applikationen auch
von anderen Autoren beschrieben (Kita und Armstrong 1991; Barnes et al. 1994;
Huang et al. 1992).

Ein guter anterograder und retrograder Transport von Neurobiotin schien bei allen
hier durchgefuhrten Tracingstudien gegeben zu sein. Ein Vergleich der
Tracingstudien in einem bestimmten Kerngebiet mit den Kontrollapplikationen zeigte
in der Regel eine gute Ubereinstimmung beziglich der Starke der afferenten und
efferenten Projektionen. Ein guter anterograder Transport des Markers wurde bei
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Tracingstudien mit Neurobiotin generell beschrieben (Lapper & Bolam 1991; Huang
et al. 1992; Kita & Armstrong 1991; Barnes et al. 1994). Einige Autoren beobachteten
jedoch nur einen eingeschrankten retrograden Transport (Kita & Armstrong 1991;
Barnes et al. 1994). Barnes et al. (1994) wiesen darauf hin, dass bei ihren Studien an
Ratten diese Einschrankungen maoglicherweise auf niedrige Applikationsstrome (2 pA
fur 2min) bzw. auf eine geringe Neurobiotin-Konzentration (3 %) in der
Applikationselektrode  zurlckzufihren waren. Eine Abhangigkeit von der
Applikationsstromstarke konnte bei den hier durchgeflihrten Tracingstudien nicht
festgestellt werden. Vielmehr wurde auch bei vergleichsweise geringen
Applikationsstromen von 25 - 250 nA ein guter retrograder Transport des Markers bis
in weit entfernte Hirnregionen beobachtet. Der erfolgreiche retrograde Transport
konnte auf die vergleichsweise lange Applikationsdauer von 30 min oder auf die
hdhere Neurobiotin-Konzentration in den Elektroden (10 %) zurtuckzufuhren sein. Ein
guter retrograder Transport von Neurobiotin konnte allerdings auch von der Tierart
oder von der Hirnregion abhangen.

Barnes et al. (1994) und Izzo (1991) fanden bei Ratten keine Hinweise darauf, dass
Neurobiotin und das strukturell sehr ahnliche Biocytin von Fibers of Passage
(vgl. 2.5.2.) aufgenommen wurden. Die Tracer wurden, wie in der vorliegenden
Arbeit, iontophoretisch appliziert. Die hier durchgefihrten Tracingstudien deuten
jedoch darauf hin, dass bei Amphibien eine solche Aufnahme vorkommt, was bei der
Auswertung der Befunde berucksichtigt wurde (vgl. 4.4.1.1.).

In der Literatur wird von einigen Autoren ein transneuronaler Transport von
Neurobiotin Uber chemische Synapsen diskutiert (Huang et al. 1992; Luo & Dessem
1996). Ein solcher Transport musste bei der Interpretation von Tracingstudien mit
Neurobiotin berlcksichtigt werden, da er zu Fehlern bei der Beurteilung von
angefarbten neuronalen Strukturen flhren kénnte. Die vermutlich Gber chemische
Synapsen markierten Neuronen lagen bei Luo und Dessem (1996) in einigen
Millimetern Entfernung von den intrazellular markierten Neuronen und waren nicht
tiefschwarz, sonder nur schwach grau angefarbt. Vergleichbare Beobachtungen
wurden bei Einzelzellanfarbungen im Anurengehirn nicht gemacht (Klein 2000;
Westhoff 2000; Endepols & Walkowiak 2001). Auch bei den hier durchgefihrten
Tracingstudien waren die markierten Somata in der Regel tiefschwarz gefarbt. Bei
den wenigen Ausnahmefallen liel3 ein Literaturvergleich darauf schlielen, dass es
sich trotz der schwachen Anfarbung um retrograd markierte Neuronen handelte.

Prinzipiell kann eine extrazellulare Applikation von Neurobiotin auch in kristalliner
Form erfolgen. Wie Vorexperimente zeigten, bot die iontophoretische Applikation
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jedoch eine Reihe von Vorteilen. So erlaubte sie eine wesentlich prazisere
Platzierung des Markers bei geringerer Gewebezerstérung auch in tiefer im Gehirn
gelegenen Kerngebieten und die Kombination mit extrazellularen Ableitungen. Die
iontophoretische Applikation bot aul3erdem die Moglichkeit, anhand der Starke des
Applikationsstroms die GroRe der Markierung zu variieren und wesentlich kleinere
Durchmesser als bei fruiheren Tracingmethoden zu gewahrleisten. Dadurch war eine
prazise Untersuchung der Verbindungen von Subarealen einzelner Kerngebiete
maoglich.

In der Literatur wird eine deutliche Verringerung der Anfarbungsintensitat
beschrieben, wenn die Transportzeit von Neurobiotin 48 h Uberschreitet. Dies kdnnte
auf einen enzymatischen Abbau biotinhaltiger Komponenten in den Zellen bzw. auf
eine Ausscheidung der Substanz in den Extrazellularraum zurlckzufuhren sein
(Kita & Armstrong 1991; Xi & Xu 1996). Eine Verringerung der Farbintensitat in
Abhangigkeit von der Transportzeit wurde bei den hier durchgefihrten
Tracingstudien nicht beobachtet. Allerdings wurde der kritische Zeitpunkt von 48 h
auch nicht Uberschritten.

4.1.4. Intrazellularableitungen

Intrazellularableitungen mit scharfen Glasmikroelektroden sind bereits erfolgreich bei
in vitro-Praparaten von Amphibiengehirnen durchgefuhrt worden, beispielsweise bei
Discoglossus pictus und Bombina orientalis (Walkowiak & Luksch 1994; Luksch
1994; Luksch et al. 1996; Luksch & Walkowiak 1998; Endepols & Walkowiak 1999,
2001; Klein 2000). Bei den hier durchgeflhrten Intrazellularableitungen stellte sich
heraus, dass im Striatum von Hyla versicolor keine stabilen Ableitungen bei einem
physiologischen Membranpotential durchzufihren waren, wahrend dies bei Bombina
orientalis unter vergleichbaren Versuchsbedingungen gelang. In diesem
Zusammenhang konnte das grof3ere Volumen der Somata striataler Neuronen von
Bombina orientalis eine Rolle spielen. So kann bei einem groReren Zellvolumen der
Leckstrom unmittelbar nach dem Einstich der Elektrode besser kompensiert werden.
Eine andere Methode zur Registrierung der Aktivitat einzelner Neuronen ware die
Verwendung von speziellen Extrazellularelektroden, mit deren Hilfe Aktionspotentiale
einzelner oder weniger Neuronen im Extrazellularraum registriert werden konnen
(Single Unit- bzw. Multi Unit-Ableitungen). Diese Methode bietet den Vorteil, dass die
untersuchten Neuronen intakt bleiben (Millar 1992). Sie kdnnte daher auch bei den
kleineren Neuronen im Striatum von Hyla versicolor Einzelzellableitungen
ermoglichen. Allerdings erlaubt sie nur die Registrierung von APs, wahrend bei
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Intrazellularableitungen zusatzlich IPSPs und EPSPs als Antwort auf einen Stimulus
untersucht werden konnen. Aullerdem bieten Intrazellularableitungen die
Mdglichkeit, einen Marker, der vor der Ableitung in die Glasmikroelektrode
eingebracht wurde, in das untersuchte Neuron zu applizieren (Millar 1992).

4.1.5. Intrazellulare Einzelzellanfarbungen

Ein grol3er Detailreichtum und eine gleichmalige Anfarbung neuronaler Strukturen
nach einer intrazellularen Applikation von Neurobiotin wurden auch von anderen
Autoren im Gehirn von Anuren (Klein 2000; Endepols & Walkowiak 2001) und von
Ratten beobachtet (Kita & Armstrong 1991, Barnes et al. 1994).

Die Neuronen des Striatum von Bombina orientalis zeigten keine auffalligen
axonalen Endknépfchen (Boutons) oder Verzweigungen der axonalen Terminalien.
Es konnte daher nicht eindeutig festgestellt werden, ob die feinen Axonkollateralen
an der Stelle, bis zu der sie lichtmikroskopisch zu verfolgen waren, tatsachlich
endeten. Daher kdnnen die hier beschriebenen Projektionen nur durch das Ende der
sichtbar angefarbten Strukturen definiert werden. Ob in den betreffenden Arealen
tatsachlich eine synaptische Verschaltung vorliegt, kénnen nur
elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen.

Entscheidend flr eine Kombination von elektrophysiologischen Untersuchungen mit
anatomischen Studien ist, dass der verwendete Marker die elektrischen
Eigenschaften von Neuronen nicht beeintrachtigt. Xi und Xu (1996) stellten bei
Intrazellularableitungen an neostriatalen Neuronen der Ratte Uber einen Zeitraum
von 30 min keine signifikanten Effekte von Neurobiotin auf die elektrische Aktivitat
der Neuronen fest. Die elektrischen Eigenschaften von Hypothalamusneuronen der
Ratte wurden durch Lucifer yellow verandert, durch Ethidiumbromid und das dem
Neurobiotin sehr ahnliche Biocytin jedoch nicht beeinflusst (Tasker et al. 1991).

Ein transneuronaler Transport von Neurobiotin Uber chemische Synapsen, wie er von
Luo und Dessem (1996) und Huang et al. (1992) diskutiert wurde (vgl. 4.1.3.), konnte
bei den Intrazellularableitungen im Striatum von Bombina orientalis nicht beobachtet
werden. In der vorliegenden Arbeit lasst die rdumliche Nahe der in Clustern
angefarbten Neuronen und die gleichmaRige tiefschwarze Anfarbung der Somata
vielmehr auf eine elektrische Kopplung der Zellen Uber Gap junctions schlieRen. Der
Transport von Neurobiotin bzw. Biocytin Uber Gap junctions wurde bei Saugern
(Mills & Massey 1994; Vaney 1991, 1993; Peinado et al. 1993) und bei Amphibien
beobachtet (Luksch 1994; Westhoff 2000; Klein 2000; Endepols & Walkowiak 2001;
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Roth et al. im Druck). Der transneuronale Transport kann dabei nicht nur Uber
Somata, sondern auch Uber Dendriten und Axone stattfinden (Rao et al. 1986;
Kawaguchi et al. 1989; Wiggers 1998). Gap junctions sind bei allen Wirbeltieren in
unterschiedlichem Ausmal} vorhanden (Dermietzel & Spray 1993). Funktionelle
Bedeutung kénnten sie bei der Synchronisierung neuronaler Aktivitat haben (Ulinski
1976). Die elektrische Kopplung benachbarter Neuronen im Striatum von Anuren
weist also auf funktionelle Einheiten aus mehreren benachbarten Neuronen hin.

4.2. Der Thalamus

Der Thalamus der Anuren ist, wie bei Amnioten (Reptilien, Vogel und Sauger), eine
wichtige sensorische Relaisstation. Bei Saugern erfolgt die Weiterleitung
sensorischer Informationen zum Telencephalon Uber dorsale Thalamuskerne,
wahrend Kerne des ventralen Thalamus oder Subthalamus an der motorischen
Steuerung beteiligt sind (Herrero et al. 2002). Bei Anuren werden aufsteigende
sensorische Informationen hingegen nicht nur im dorsalen, sondern auch im
ventralen Thalamus verarbeitet. So erhalten Kerne des ventralen Thalamus
beispielsweise visuelle (Montgomery & Fite 1989, 1991; Roth et al. im Druck) und
somatosensorische Eingange (Munoz et al. 1994, 1995). Bezuglich der Verarbeitung
auditorischer Informationen ist dem ventralen Thalamus jedoch bisher praktisch
keine Beachtung geschenkt worden. Vielmehr wurde davon ausgegangen, dass
alleine die dorsalen Thalamuskerne Teil der aufsteigenden Hoérbahn sind. Die
elektrophysiologischen und anatomischen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit
zeigten jedoch, dass auch der ventromediale Thalamus auditorische Eingange erhalt.
Bezuglich der Verschaltungen der thalamischen Kerne untereinander konnten
anhand der durchgefuhrten anatomischen Studien auflerdem neue, detaillierte
Informationen gewonnen werden. Nachfolgend wird dargestellt, inwieweit die
vorliegenden Befunde das bisherige Modell auditorischer Verarbeitung im
Diencephalon unterstitzen und in welchen Punkten es erweitert werden kann. Die
maogliche Rolle einzelner thalamischer Kerne bei der sensomotorischen Integration
wird in Kap. 4.5. diskutiert.
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4.2.1. Physiologische Befunde

4.2.1.1. Extrazellularableitungen

Die in der vorliegenden Arbeit registrierten EPs im Thalamus von Hyla versicolor
entsprachen in ihrem Verlauf im Wesentlichen methodisch vergleichbaren in vivo-
Untersuchungen bei anderen Anurenarten (Mudry et al. 1977; Megela 1982;
Megela & Capranica 1983; Mudry & Capranica 1987a, b; Hall & Feng 1987). So
beschreiben die Autoren in verschiedenen thalamischen Kernen ebenfalls eine grol3e
negative Auslenkung der EPs nach akustischer Stimulation. Die Mehrzahl der in der
Literatur beschriebenen Extrazellularableitungen im Diencephalon beschrankte sich
auf den centralen und posterioren Thalamus. Lediglich Megela (1982) und Megela
und Capranica (1983) fuhrten bei Rana catesbeiana zusatzlich Extrazellular-
ableitungen im anterioren, lateralen und ventromedialen Thalamus durch und
registrierten auch in diesen Kerngebieten EPs. Die hier durchgeflhrten
Untersuchungen belegen, in Ubereinstimmung mit den friheren Studien,
auditorische Eingange des posterioren, centralen, anterioren und ventromedialen
Thalamus. Im Gegensatz zu den Untersuchungen von Megela (1982) und Megela
und Capranica (1983) wurden in der vorliegenden Arbeit keine EPs im lateralen
Thalamus registriert. Da die Autoren keine Angaben zur genauen Lage des
Ableitortes machen, ist ein direkter Vergleich der Untersuchungen jedoch schwierig.
Die Registrierung von EPs im ventromedialen Thalamus nach akustischer
Stimulation (Megela 1982; Megela & Capranica 1983) fand bisher kaum
Aufmerksamkeit. Die hier vorliegenden elektrophysiologischen Untersuchungen
bestatigen jedoch auditorische Eingange des ventromedialen Thalamus und weisen
damit auf eine mogliche, bisher unbeachtete Rolle dieses Kerngebietes bei der
Verarbeitung aufsteigender auditorischer Informationen hin. Die hier durchgefuhrten
Tracingstudien belegen, in Erganzung zu den physiologischen Befunden, Eingange
des ventromedialen Thalamus aus vorgeschalteten Horbahnstationen (vgl. 4.2.2.1.).
Eindeutigen Aufschluss Uber die Art (inhibitorisch/exzitatorisch) und die Starke dieses
auditorischen Eingangs konnen jedoch nur Intrazellularableitungen in Neuronen des
ventromedialen Thalamus geben.

Angaben zu Absolutwerten der Latenzen der EPs im Thalamus fehlen in den oben
zitierten Veroffentlichungen, so dass ein Literaturvergleich der Werte nicht moglich
ist. Bei den vorliegenden Untersuchungen wurden im ventralen Thalamus die
kirzesten Latenzen gemessen. Dies lasst darauf schlieBen, dass aufsteigende
auditorische Informationen diesen Kern vor den dorsalen Arealen erreichen. Auch im
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visuellen System erhalt der ventrale Thalamus mono- oder oligosynaptische retinale
Eingange, wahrend die dorsalen Thalamuskerne polysynaptisch angesteuert werden
(Roth et al. im Druck). Dabei ist es mdglich, dass der ventrale Thalamus visuelle
Informationen zum dorsalen Thalamus weiterleitet. Gemald der hier gemessenen
Latenzen der EPs konnten auditorische Informationen zum Teil ebenfalls Uber
synaptische Eingange aus dem ventralen zum dorsalen Thalamus gelangen. Die
Tracingstudien belegen die Existenz entsprechender Verbindungen innerhalb des
Thalamus (vgl. 4.2.2.1.). Die Latenzen der dorsalen Thalamuskerne unterschieden
sich nicht signifikant voneinander, was auf parallele Eingdnge aus vorgeschalteten
Horbahnstationen hinweist. Entsprechende Verbindungen wurden ebenfalls durch
die anatomischen Studien belegt (vgl. 4.2.2.1.).

In der vorliegenden Arbeit wurde mit 7 - 18 s eine sehr lange Gesamtdauer der EPs
beobachtet. Bei den oben zitierten Verdéffentlichungen lag die Gesamtdauer der EPs
im Thalamus hingegen unterhalb von 1 s. Es konnte sein, dass die hier registrierte
Dauer der EPs auf ein Messartefakt zurlickzufuhren ist. Albert Feng (University of
lllinois, Urbana, personliche Mitteilung) vermutet jedoch, dass sie zumindest teilweise
die Aktivitat thalamischer Neuronen widerspiegelt. So wurden bei Single Unit-
Ableitungen im Thalamus von Anuren einzelne Neuronen gefunden, die als Antwort
auf kurze akustische Stimuli mit einer Antwort von mehreren Sekunden Dauer
reagierten (Feng et al. 1990). Mdglicherweise wurden die lang andauernden Anteile
der EPs im Thalamus von anderen Autoren nicht beobachtet, weil sie wahrend der
Aufzeichnung herausgefiltert wurden. Hall und Feng (1987) verwendeten z.B. einen
Bandpassfilter von 1 - 400 Hz.

In der vorliegenden Arbeit wurden die grofdten Amplituden der EPs im posterioren
Thalamus und die kleinsten im anterioren Thalamus gemessen. Bei Untersuchungen
von Hall und Feng (1987) wiesen die EPs im centralen Thalamus groRRere
Amplituden auf als im posterioren Thalamus. Die Amplituden im anterioren Thalamus
waren, soweit dies aus den Abbildungen der Registrierungen ersichtlich ist, kleiner
als im centralen und posterioren Thalamus (Megela 1982). Bei einem Vergleich der
Literaturangaben mit den vorliegenden Ergebnissen muss beachtet werden, dass
Neuronen in bestimmten thalamischen Kerngebieten selektiv auf bestimmte
Parameter akustischer Signale reagieren und dass sich die Amplitude der EPs in
Abhangigkeit von diesen Parametern andert (Megela & Capranica 1983;
Mudry & Capranica 1987a, b; Hall & Feng 1986, 1987). Der in den vorliegenden
Untersuchungen verwendete Standardstimulus berlcksichtigte die zeitlichen und
spektralen Parameter arteigener Rufe von Hyla versicolor jedoch nicht (vgl. 4.1.1.).
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Ein Vergleich der Amplituden der hier registrierten EPs mit den Untersuchungen
in vivo oder gar unter naturlichen Bedingungen erscheint daher wenig sinnvoll.

Bei den im ventromedialen Thalamus gemessenen EPs konnten bei einigen
Registrierungen zwei negative Maxima unterschieden werden. Bei den Ubrigen
Registrierungen im ventromedialen Thalamus kénnten eventuell vorhandene Maxima
durch ein Plateau verbunden gewesen sein. Bei denjenigen Registrierungen, bei
denen die beiden Maxima der EPs klar zu unterscheiden waren, trat das erste
Maximum im ventromedialen Thalamus immer friher auf als das singulare Maximum
im centralen Thalamus am selben Einstichort. Dies bestatigt die Annahme, dass
auditorische Informationen den ventralen Thalamus vor dem dorsalen Thalamus
erreichen. Das zweite Maximum im ventromedialen Thalamus wurde hingegen stets
nach dem Maximum im centralen Thalamus erreicht. Diese Beobachtung lasst den
Schluss zu, dass auditorische Informationen nach einer Verarbeitung in anderen
Hirnregionen erneut zu einer Erregung von Neuronen des ventromedialen Thalamus
fuhren. Bei den zwischengeschalteten Verarbeitungsstationen kdnnte es sich sowohl
um Kerne des dorsalen Thalamus als auch um telencephale Kerngebiete handeln.
Zukunftige Extrazellularableitungen im ventromedialen Thalamus nach gezielten
Lasionen der in Frage kommenden Kerngebiete kdnnten zeigen, in welchen Fallen
das zweite Maximum nicht mehr auftritt.

4.2.1.2. Habituationseffekte

Um Habituationseffekte zu vermeiden, musste bei Extrazellularableitungen im
Thalamus von Hyla versicolor der N. VIII mit Interstimulusintervallen von Uber 20 s
stimuliert werden. Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei Extrazellular-
ableitungen in vivo gemacht. Habituationseffekte im Thalamus traten bei Rana
pipiens bei Interstimulusintervallen unterhalb von 10 s (Mudry et al. 1977), bei Rana
catesbeiana unterhalb von 20s bzw. 30s (Megela & Capranica 1983;
Mudry & Capranica 1987a) und bei Hyla cinerea wunterhalb von 100s
(Mudry & Capranica 1987b) auf. Die hier beobachtete Habituation ist also kein
Artefakt der in vitro-Praparation, sondern scheint ein generelles Charakteristikum
thalamischer Neuronenpopulationen von Anuren zu sein. Dabei kdnnen die hier
ermittelten Werte gut mit Literaturangaben verglichen werden. Eine starke
Habituation im Thalamus der Anuren wurde auch bei taktiler und visueller Stimulation
beobachtet (Brown & Marks 1977; Roth et al. im Druck). Differenzen in der Starke
der Habituation kénnten artspezifisch sein. So wurden im Thalamus von Hyla cinerea
und Rana catesbeiana nach akustischer Stimulation unterschiedlich starke
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Habituationseffekte unter gleichen Versuchsbedingungen beobachtet (Mudry &
Capranica 1987a, b).

Innerhalb der aufsteigenden Horbahn der Anuren konnte eine Zunahme der
Habituation beobachtet werden. So zeigten Fasern des N.VIII keinerlei
Habituationseffekte. Im Torus semicircularis trat eine Habituation erst bei
Interstimulusintervallen unterhalb von 1-2s auf (Potter 1965; Loftus-Hills &
Johnstone 1970; Megela & Capranica 1983). Auch bei Saugern zeigten weder der
N. VIII noch zentralnervose Horbahnstationen unterhalb des Thalamus eindeutig
Habituationseffekte (Hall 1968; Jaffe et al 1969; Webster 1971; Webster & Bock
1971; Wickelgren 1968). Im Corpus geniculatum mediale und anderen thalamischen
Kernen wurde hingegen eine Habituation beobachtet. Sie trat aber erst bei
Interstimulusintervallen unterhalb von 0,2 - 1 s auf (Wester 1971; Wickelgren 1968)
und war folglich weniger stark ausgepragt als bei Anuren.

Megela und Capranica (1983) untersuchten im Thalamus von Rana catesbeiana, ob
es sich bei der beobachteten Abhangigkeit der Amplitude der EPs vom
Interstimulusintervall tatsachlich um einen Habituationseffekt handelte. Nach
Thompson und Spencer (1966) kann bei der Erfullung folgender Kriterien von einer
Habituation der Antwort gesprochen werden: (1) Eine Verminderung der Antwort bei
kontinuierlicher Reizung, (2) spontane Erholung nach einer Stimulationspause und
(3) Dishabituation durch die kurze Darbietung eines anderen Stimulus. Diese drei
Kriterien wurden bei den Untersuchungen im Thalamus von Rana catesbeiana erflllt
(Megela & Capranica 1983). In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden
erstgenannten Kriterien ebenfalls beobachtet und somit eine Habituation der
Antworten auch im Thalamus von Hyla versicolor nachgewiesen. Megela und
Capranica (1983) wiesen signifikante Habituationseffekte nur im posterocentralen
(Nomenklatur von Frontera [1952]) und anterioren Thalamus, nicht jedoch im
lateralen und ventromedialen Thalamus nach. In der vorliegenden Arbeit wurden in
allen untersuchten thalamischen Kernen Habituationseffekte beobachtet. Ob die
Diskrepanz in den Befunden auf Artunterschiede, praparative Unterschiede (in vivo-
bzw. in vitro-Praparat) oder experimentelle Unterschiede (akustische bzw. elektrische
Stimulation) zurtckzuflhren ist, kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden.

Bei Hyla versicolor steht die starke Habituation thalamischer Neuronen im Kontrast
zum Rufverhalten, bei dem die Mannchen im Durchschnitt mit einem
Interstimulusintervall von 5 s rufen (Gerhardt & Huber 2002). Dies lasst vermuten,
dass der Thalamus nicht notwendigerweise an der Ruferkennung beteiligt ist. Auch
Lasionsstudien bei Weibchen von Hyla versicolor weisen darauf hin, dass der Torus
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semicircularis und nicht der Thalamus die entscheidende Station fur die
Ruferkennung ist. Der Thalamus scheint vielmehr eine Rolle bei der
Aufmerksamkeitssteuerung oder im Zusammenhang mit dem Motivationsstatus der
Tiere zu spielen (Endepols et al. eingereicht [a]). Ahnliche Funktionen des Thalamus
konnten auch bei Saugern nachgewiesen werden. So belegten verschiedene Studien
die Beteiligung thalamischer Kerne bei Organisations- und Planungsprozessen,
selektiver Aufmerksamkeitssteuerung und bei Prozessen der Entscheidungsfindung
(Hazlett et al. 2001; Ernst et al. 2002; Leathem & Martin 2001).

Unklar ist, welche Funktion die Habituation des Thalamus der Anuren hat und wie
thalamische Neuronen in ausreichendem Male aktiviert bleiben, wenn viele
Mannchen einen Chorus bilden und mehrere Stunden lang repetitiv rufen. Bisher gibt
es zur Habituation im Thalamus keine Untersuchungen, bei denen wache und
paarungsbereite Individuen mit arteigenen Rufen stimuliert wurden. Mdglicherweise
verandert sich die Habituation wahrend der Paarungszeit in Abhangigkeit vom
inneren Status der Tiere. So konnte beispielsweise der Hormonstatus eine wichtige
Rolle spielen. Bei Ratten konnte etwa bezuglich der Habituation auditorischer
Zentren des Mittelhirns eine Abhangigkeit von Neurosteroiden nachgewiesen werden
(Disney & Calford 2001). In Situationen, in denen ein akustischer Stimulus als
nicht-verhaltensrelevant eingestuft wird, kénnte es aufgrund der Habituation von
Vorderhirnzentren zur Unterdrickung einer unangemessenen Reaktion der Tiere
kommen. Eine Dishabituation durch eine Anderung der Reizparameter, wie sie im
Thalamus von Anuren nachgewiesen werden konnte (Megela & Capranica 1983),
wuirde wieder zu erhdhter Aufmerksamkeit fuhren, um eine Verhaltensrelevanz der
neuen Umweltsituation zu Uberprifen. Die Habituation koénnte auch im
Zusammenhang mit Lernprozessen stehen. Sie stellt generell eine einfache Form
nicht-assoziativen Lernens dar (Groves & Thompson 1970). Bedeutung kdnnten
solche Lernprozesse beispielsweise bei der Nachbarerkennung der Mannchen
haben. So lernen die Mannchen bestimmter Anurenarten, die ihnen Uber einen
langeren Zeitraum bekannten Artgenossen benachbarter Territorien von fremden
Eindringlingen zu unterscheiden (Bee & Schachtman 2000). Im Zusammenhang mit
der Nachbarerkennung wird der Habituation als Lernform allgemein Bedeutung
zugemessen (Shettleworth 1998).

134



DISKUSSION

4.2.2. Anatomische Befunde

4.2.2.1. Auditorische Eingange des Thalamus

Nach dem bisherigen Modell der Horbahn der Anuren erreichen auditorische
Informationen den posterioren, centralen und anterioren Thalamus aus
vorgeschalteten Horbahnstationen, namlich aus dem Torus semicircularis, dem
Nucleus lemnisci lateralis und der Oliva superior (z.B. Feng 1986a;
Hall & Feng 1987; Feng & Lin 1991). Die durchgefluhrten Tracingstudien stehen in
guter Ubereinstimmung mit diesen Befunden.

Eine madgliche Rolle des ventromedialen Thalamus bei der Verarbeitung
auditorischer Informationen wurde hingegen in der Literatur kaum berucksichtigt. Die
durchgefiihrten Tracingstudien zeigen jedoch - in guter Ubereinstimmung mit den
physiologischen Befunden der Extrazellularableitungen (vgl. 4.2.2.1.) - dass auch der
ventromediale Thalamus Eingange aus vorgeschalteten Horbahnstationen erhalt. So
wurden bei Tracerapplikationen im ventromedialen Thalamus retrograd markierte
Neuronen im Nucleus laminaris und - zu einem geringeren Anteil - im Nucleus
principalis und magnocellularis des Torus semicircularis gefunden. Zusatzlich
konnten aufsteigende Axone aus Horbahnstationen der Medulla oblongata distale
Dendriten ventromedialer thalamischer Neuronen erreichen. Diese Dendriten
erstreckten sich weit Uber das Kerngebiet hinaus in den ventrolateralen Bereich des
Diencephalon. Axonale Projektionen zu diesen Dendriten wurden bei den
Tracingstudien innerhalb der Grenzen des ventromedialen Thalamus nicht erfasst.
Ob entsprechende synaptischen Kontakte wirklich existieren, konnen nur
elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen.

Der ventromediale Kern selbst war mit allen anderen thalamischen Kernen der
aufsteigenden Horbahn verschaltet. Er konnte somit an der Weiterleitung
auditorischer Informationen innerhalb des Diencephalon mafigeblich beteiligt sein.
Besonders stark waren reziproke Verbindungen mit dem ipsilaterale und
contralateralen posterioren Thalamus. Aul3erdem war der ventromediale Thalamus
reziprok mit dem anterioren und mit dem centralen Thalamus verschaltet.
Untersuchungen zu den Verbindungen des posterioren und centralen Thalamus
wurden von Hall und Feng (1987) mit Hilfe von HRP-Applikationen im Gehirn von
Rana pipiens durchgefiihrt. Die Autoren wiesen ebenfalls eine reziproke Verbindung
zwischen dem ventromedialen und dem posterioren Thalamus nach. Bei ihren
Studien war die Verbindung allerdings nur schwach und auf die ipsilaterale Seite
beschrankt. Nach Applikationen im centralen Thalamus fanden sie keine retrograd
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markierten Somata im ventromedialen Thalamus und nur wenige anterograd
markierte Terminalien auf der ipsilateralen Seite. Die Differenzen im Vergleich zu den
vorliegenden Studien kdnnten auf Artunterschiede zurlckzufihren sein. Es muss
jedoch vor allem berucksichtigt werden, dass es sich bei Neurobiotin um einen sehr
sensitiven Tracer handelt, bei dem auch feine axonale Verzweigungen dargestellt
werden und bei dem ein sehr guter anterograder und retrograder Transport
nachgewiesen wurde (vgl. 4.1.3.). Die Unterschiede in den Ergebnissen lielen sich
somit auch methodisch erklaren. Da die hier vorliegenden Befunde generell
erganzende Informationen zu den von Hall und Feng (1987) beschriebenen
Befunden zeigen und keine der von ihnen nachgewiesenen Verschaltungen
widerlegen, erscheint die hohere Sensitivitat der Tracingmethode eine sehr
wahrscheinliche Erklarung. Dafur spricht auch, dass andere Autoren mit neu
entwickelten Tracingmethoden ebenfalls erganzende Informationen zu den Studien
von Hall und Feng gefunden haben. So beschreiben beispielsweise Marin et al.
(1997¢) nach BDA-Applikationen im centralen Thalamus retrograd markierte Somata
im Striatum, die von Hall und Feng nicht beobachtet wurden.

Die vorliegenden Tracingstudien geben aullerdem neue Hinweise bezuglich der
Eingange des anterioren Thalamus aus anderen thalamischen Kernen. Bei
Tracerapplikationen im anterioren Thalamus wurden sowohl im ventromedialen als
auch im posterioren Thalamus mehr Neuronen markiert als im centralen Thalamus.
Aulerdem wurden beim posterioren und ventromedialen Thalamus Hinweise auf
schwache Projektionen zum contralateralen anterioren Thalamus gefunden. Dieser
Befund gibt Hinweise darauf, dass der anteriore Thalamus auditorische
Informationen insbesondere aus dem ventromedialen und posterioren Thalamus
erhalten konnte. Die hier beschriebenen Verschaltungen des anterioren Thalamus
erganzen ebenfalls die Befunde von Hall und Feng (1987). Die Autoren fanden
lediglich Hinweise auf sehr schwache Projektionen vom posterioren Thalamus zum
ipsilateralen anterioren Thalamus.

Hall und Feng (1986, 1987) und Feng et al. (1990) vermuteten aufgrund von
physiologischen und anatomischen Studien, dass temporale und spektrale
Parameter auditorischer Informationen im Vorderhirn der Anuren parallel verarbeitet
werden. So wurde anhand von Extrazellularableitungen nachgewiesen, dass der
centrale Thalamus an der Verarbeitung temporaler Parameter akustischer Signale
beteiligt ist. Neuronen des posterioren Thalamus reagierten hingegen insbesondere
auf bestimmte spektrale Parameter der Signale (Mudry et al. 1977; Megela 1982;
Megela & Capranica 1983; Fuzessery & Feng 1983; Mudry & Capranica 1987a, b;
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Hall & Feng 1986, 1987; Feng et al. 1990). Beide Parameter sind fur die Weibchen
entscheidende Merkmale bei der Wahl ihrer Geschlechtspartner (fiir einen Uberblick
siehe Gerhardt & Huber 2002). Interessanterweise wurden im anterioren Thalamus
nicht-linear verstarkte Antworten auf Kombinationen bestimmter Frequenzen
registriert, die den Antworteigenschaften der Neuronen im posterioren Thalamus
ahnelten (Megela 1982; Hall & Feng 1987). Dies deutet auf eine funktionelle
Verkniipfung der beiden Kerne hin. Uber den anterioren Thalamus erreichen
auditorische Informationen das Pallium mediale. Bei diesem Projektionsweg konnte
folglich die Weiterleitung spektraler Parameter akustischer Signale im Vordergrund
stehen. Uber einen parallelen Projektionsweg vom centralen Thalamus zum Striatum
konnten hingegen Informationen Uber temporale Parameter akustischer Signale zum
Telencephalon weitergeleitet werden (Hall & Feng 1986, 1987; Feng et al. 1990). Die
vorliegenden Tracingstudien unterstitzen das Modell auf der anatomischen Ebene
und belegen eindeutiger als bisher die anatomische Verbindung des posterioren und
anterioren Thalamus. Noch unklar ist, welche Rolle der ventromediale Thalamus bei
der Verarbeitung unterschiedlicher Parameter akustischer Signale hat. Bisher liegen
keine ausreichenden physiologischen Untersuchungen in diesem Kerngebiet vor. Die
vergleichsweise enge Verschaltung mit dem anterioren und posterioren Thalamus
konnte jedoch ein Hinweis auf eine funktionelle Kopplung sein. Hall und Feng (1987)
warfen die Frage auf, ob die beiden parallelen Verarbeitungswege auditorischer
Informationen innerhalb des Telencephalon konvergieren. Nach den vorliegenden
Tracingstudien gibt es nach wie vor keine Hinweise darauf, da das Pallium mediale
und das Striatum nur sehr schwache Verbindungen aufwiesen.

Abb. 51 zeigt vereinfacht (nur unter Berlcksichtigung der starkeren Verbindungen)
die Eingdnge des Thalamus aus dem Torus semicircularis, die Verschaltung der
thalamischen Kerne untereinander und ihre Projektionen zum Telencephalon. Aus
diesem Schema wird die moégliche parallele Weiterleitung auditorischer Informationen
zum Striatum und zum Pallium mediale ersichtlich. Eine Parallelverarbeitung
unterschiedlicher Parameter auditorischer Informationen koénnte eine verbreitete
Strategie innerhalb der Vertebraten sein. Sie wurde z.B. auch bei Fledermausen
(Suga 1984) und bei Eulen (Takahashi et al. 1984) nachgewiesen.
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Abb. 51: Afferente Eingange des Thalamus aus dem Torus semicircularis,
Verschaltung der thalamischen Kerne untereinander und ihre efferenten Projektionen
zum Telencephalon. Fur Abkurzungen siehe Liste.

4.2.2.2. Efferente Projektionen der thalamischen Kerne

Bei den Tracingstudien wurde eine Reihe von efferenten Projektionen der
thalamischen Kerne gefunden, die eine Rolle bei der Regulierung des akustisch
gesteuerten Verhaltens der Anuren spielen kénnten. So wiesen die thalamischen
Kerne Projektionen zu pramotorischen Zentren und sensomotorischen
Interfacestrukturen auf 2. AuRerdem wurden mit Efferenzen zur prioptischen Region
und zum ventralen Hypothalamus Projektionen zu endokrinen Regulationszentren ®
beobachtet, Uber die der Thalamus Einfluss auf die Hormonproduktion nehmen
kénnte. Uber deszendierende Projektionen zu vorgeschalteten Hérbahnstationen
konnten die thalamischen Kerne auflerdem ihre eigenen auditorischen Eingange
modulieren.

2 Um eine bessere Lesbarkeit zu ermoglichen, werden im Zusammenhang mit der motorischen
Steuerung folgende Kerngebieten mit dem Begriff pramotorische Zentren und sensomotorische
Interfacestrukturen bezeichnet: Area praeoptica anterior, posteriorer Thalamus, ventromedialer
Thalamus, praetectales Grau, Tegmentum, Torus semicircularis, Tectum opticum, Nucleus visceralis
secundarius, Nucleus praetrigeminalis, Formatio reticularis. Es muss jedoch beachtet werden, dass
nicht alle diese Kerngebiete direkte Projektionen zu den Motorkernen aufweisen. Dennoch kénnen sie
Uber deszendierende Projektionen einen direkten oder indirekten Einfluss auf den motorischen Output
ausulben (vgl. 1.2.).

® Die Funktionen der Area praeoptica anterior und des ventralen Hypothalamus bei der endokrinen
Regulation und ihre Bedeutung fir das akustisch gesteuerte Verhalten der Anuren ist in der Einleitung
erlautert. Im Folgenden werden diese beiden Kerngebiete als endokrine Regulationszentren
bezeichnet. Dabei muss beachtet werden, dass die Area praeoptica anterior auch eine Rolle bei der
Steuerung der Vokalisation spielt (vgl. 1.2.).
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Sowohl der ventromediale als auch der posteriore Thalamus zeigten nur schwache
Projektionen zu endokrinen Regulationszentren. Sie waren jedoch von den
untersuchten thalamischen Kernen am starksten mit zahlreichen pramotorischen
Zentren und sensomotorischen Interfacestrukturen verbunden (Abb. 52, Abb. 53).
Neben Projektionen zu Kerngebieten, die eine Rolle bei der Vokalisation und bei der
Lokomotion spielen (vgl. 1.2.), wiesen der ventromediale und der posteriore
Thalamus Efferenzen zum Praetectum und zum Tectum opticum auf. Es ist bekannt,
dass das Tectum und das Praetectum der Amphibien eine Schlisselrolle bei der
Kontrolle von  visuell gesteuerten Bewegungen spielen, etwa beim
Beutefangverhalten oder bei Vermeidungsreaktionen (Ewert 1970, 1987). Aber auch
andere, multisensorische Eingange konnten eine Rolle bei tectal gesteuerten
Orientierungsbewegungen spielen, wie es bei Saugern nachgewiesen wurde
(Meredith & Stein 1985; Meredith et al. 1992).

Uber efferente Projektionen zum Torus semicircularis, zum Nucleus lemnisci lateralis
und zur Oliva superior konnten der ventromediale und posteriore Thalamus ihren
eigenen auditorischen Eingang entsprechend der Verhaltensrelevanz eines
akustischen Signals modulieren. Endepols und Walkowiak (2001) wiesen nach, dass
wahrend einer elektrischen Stimulation des Thalamus einzelne Neuronen des Torus
semicircularis ihr Antwortverhalten auf eine Stimulation des N. VIl tatsachlich
verandern. Da der Torus semicircularis ein audiomotorisches Interface darstellt
(Walkowiak & Luksch 1994; Luksch & Walkowiak 1998), koénnten die
deszendierenden Projektionen der thalamischen Kerne zu diesem Kerngebiet auch

in die Modulation audiomotorischer Integrationsprozesse involviert sein.

Abb. 52: Efferente Projektionen des posterioren Thalamus zu pramotorischen
Zentren, sensomotorischen Interfacestrukturen und zum ventralen Hypothalamus.
FUr Abklrzungen siehe Liste.
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Abb. 53: Efferente Projektionen des ventromedialen Thalamus zu pramotorischen
Zentren, sensomotorischen Interfacestrukturen und zur Area praeoptica anterior. Flr
Abkurzungen siehe Liste.

Im Vergleich zum ventromedialen und posterioren Thalamus wiesen der centrale und
der anteriore Thalamus schwachere Projektionen zu sensomotorischen und
pramotorischen Kerngebieten auf. Insbesondere der centrale Thalamus war jedoch
eng mit endokrinen Regulationszentren verbunden (Abb. 54, Abb.55). Uber
deszendierende Projektionen zu vorgeschalteten Horbahnstationen im Torus und in
der Medulla oblongata konnten auch der centrale und der anteriore Thalamus ihre

jeweiligen auditorischen Eingange modulieren.

Abb. 54: Efferente Projektionen des centralen Thalamus zu pramotorischen Zentren,
sensomotorischen Interfacestrukturen und endokrinen Regulationszentren. Fur
Abkurzungen siehe Liste.
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POa Iy

Abb. 55: Efferente Projektionen des anterioren Thalamus zu pramotorischen Zentren,
sensomotorischen Interfacestrukturen und endokrinen Regulationszentren. Far
Abkurzungen siehe Liste.

Nach HRP-Applikationen in den posterioren und centralen Thalamus wurden
ebenfalls deszendierende Projektionen zu verschiedenen pramotorischen Zentren
und vorgeschalteten Hoérbahnstationen beobachtet (Hall & Feng 1987). Die
vorliegenden Studien mit dem sensitiveren Tracer Neurobiotin (vgl. 4.2.2.1.)
erganzen diese Befunde. Allison und Wilczynski (1991) fanden nach HRP-
Applikationen in der Area praeoptica anterior lediglich Hinweise auf Eingange aus
dem anterioren Thalamus. Bei den vorliegenden Untersuchungen wurden zusatzlich
Projektionen aus dem ventromedialen und centralen Thalamus belegt. Letztere
wurden auch von Hall und Feng (1987) und Neary (1988) beschrieben. Die
vorliegenden Befunde, nach denen der centrale Thalamus starkere Projektionen zum
ventralen Hypothalamus aufweist als der anteriore Thalamus, stehen in guter
Ubereinstimmung mit Befunden von Allison und Wilczynski (1991).

4.3. Die Basalganglien

Das Striatum wird bei den Amnioten zu den Basalganglien gezahlt. Diese sind
hauptsachlich im Zusammenhang der Bewegungskontrolle bekannt und spielen z.B.
eine entscheidende Rolle bei der Planung, Initierung und Ausfihrung von
Bewegungen. Die Beteiligung der Basalganglien an motorischen Prozessen stand
lange im Mittelpunkt des Forschungsinteresses, da beim Menschen Defekte dieser
Strukturen zu Krankheitsbildern wie Morbus Parkinson und Morbus Huntington
fuhren, bei denen es zu motorischen Stérungen wie unfreiwilligen Bewegungen oder
Bewegungsarmut kommt (DeLong et al. 1986; Albin et al. 1989; Alexander &
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Crutcher 1990). Inzwischen ist bekannt, dass die Basalganglien der Sauger
zusatzlich eine Reihe von nicht-motorischen Funktionen ausiben, etwa im
Zusammenhang mit motivationsgesteuertem Verhalten, bei kognitiven Prozessen,
bei der Aufmerksamkeitssteuerung und bei sensomotorischen Integrationsprozessen
(McDonald & White 1993; Redgrave et al. 1999; Knowlton et al. 1996; Schultz et al.
1997).

Der Terminus Basalganglien wird in der Literatur unterschiedlich verwendet. Im
engeren Sinne bezeichnet er verschiedene striatale und pallidale Kerne des basalen
Telencephalon, die als striatopallidales System zusammengefasst werden.
Forschungsergebnisse der letzten zwanzig Jahre haben gezeigt, dass die
Basalganglien aller Amnioten groRe strukturelle, elektrophysiologische und
pharmakologische Ahnlichkeiten aufweisen (zur Ubersicht siehe Medina & Reiner
1995; Reiner et al. 1998). Neuere Tracingstudien und immunohistochemische
Untersuchungen lassen vermuten, dass auch das Striatum der Anuren in Subareale
untergliedert werden kann, die mit dem striatopallidalen System der Amnioten
homologisiert werden kénnen (zur Ubersicht siehe Medina & Reiner 1995; Reiner et
al. 1998; Marin et al. 1998b, c; Smeets et al. 2000). Anuren kdnnten somit einen
geeigneten Modellorganismus darstellen, um die unterschiedlichen Funktionen der
Basalganglien bei Wirbeltieren zu untersuchen, beispielsweise im Zusammenhang
mit der sensomotorischen Integration. Dabei weisen sie gegenuber hoher
entwickelten Wirbeltieren eine Reihe von experimentellen Vorteilen auf (vgl. 1.1.).

Im Folgenden wird diskutiert, inwieweit die vorliegenden elektrophysiologischen und
anatomischen Befunde Hinweise auf die Verarbeitung auditorischer und visueller
Informationen im Striatum der Anuren geben und ob dieses Kerngebiet als
striatopallidales System verstanden werden kann. Auf die Rolle der Basalganglien
bei der sensomotorischen Integration wird in Kap. 4.5. eingegangen.

4.3.1. Anatomische Befunde

4.3.1.1. Das striatopallidale System der Anuren

Um grundlegende Mechanismen der sensomotorischen Integration bei Vertebraten
an Anuren zu untersuchen, muss klargestellt werden, inwieweit die beteiligten
neuronalen  Strukturen homologisiert werden konnen. Die vorliegenden
anatomischen Untersuchungen erlaubten einen Vergleich der Basalganglien der
Amnioten mit denen der Anuren unter hodologischen Gesichtspunkten.
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Stark vereinfacht umfassen die Basalganglien bei allen Amnioten ein dorsales und
ein ventrales striatopallidales System. Das dorsale striatopallidale System wird in
Zusammenhang mit sensomotorischen Funktionen gebracht und besteht aus einem
dorsalen Striatum (auch einfach als Striatum bezeichnet) und einem dorsalen
Pallidum (wird bei Saugern in ein externes und ein internes Segment untergliedert).
Dem ventralen striatopallidalen System werden hingegen limbische Funktionen
zugesprochen. Es setzt sich aus einem ventralen Striatum (Nucleus accumbens und
Teile des olfaktorischen Tuberculum) und einem ventralen Pallidum zusammen
(Medina & Reiner 1995; Smeets et al. 2000). Haufig werden auch andere
Kerngebiete, die funktionell eng mit dem striatopallidalen System verbunden sind, zu
den Basalganglien gerechnet. Dazu gehort bei Saugern beispielsweise der Nucleus
subthalamicus und die Substantia nigra. Das Striatum stellt die Eingangsstruktur der
Basalganglien dar und erhalt bei Sdugern glutamaterge Eingange aus verschiedenen
Bereichen des gesamten Cortex und aus dem dorsalen Thalamus. Die
Hauptausgangsstrukturen des dorsalen striatopallidalen Systems sind der Globus
pallidus internus (bei Nicht-Primaten = Nucleus entopeduncularis) und die Substantia
nigra, pars reticulata. Beide Kerne weisen GABAerge Projektionen zu verschiedenen
Kernen des Thalamus auf. Diese projizieren wiederum uber glutamaterge Efferenzen
u.a. zum pramotorischen und motorischen Areal des Cortex. Auf diesem Weg
kénnen die Basalganglien die corticale Bewegungskontrolle beeinflussen (Albin et al.
1989; Alexander & Crutcher 1990; Gerfen 1992). Zwischen den Eingangs- und
Ausgangsstrukturen der Basalganglien gibt es nach einem in den achtziger Jahren
entwickelten Modell zwei Hauptprojektionswege (Penney & Young 1983; Albin et al.
1989; DelLong 1990; Alexander & Crutcher 1990). Uber den direkten Weg proijizieren
GABAerge striatale Projektionsneuronen unmittelbar zum Globus pallidus internus
und zur Substantia nigra, pars reticulata. Der indirekte Weg flhrt tGber den Globus
pallidus externus (bei Nicht-Primaten = Globus pallidus) zum Nucleus subthalamicus
und von dort zu den Ausgangsstrukturen. Beide Wege haben, aufgrund
unterschiedlicher erregender und hemmender Komponenten, einen
entgegengesetzten Einfluss auf den Globus pallidus internus und die Substantia
nigra, pars reticulata und somit auf den motorischen Output. Der direkte Weg fuhrt
dabei letztlich zu einer Erleichterung von Bewegungen, der indirekte Weg zu einer
Unterdrickung (Reiner 1994; Inase et al. 1997). Bei Reptilien und Végeln wurden
ebenfalls Eingangs- und Ausgangsstrukturen der Basalganglien gefunden, deren
Projektionsmuster sich weitgehend mit denjenigen der Sauger vergleichen lassen.
Dabei wird das dorsale Pallidum jedoch nicht in ein externes und internes Segment
untergliedert (Russchen et al. 1987; Medina & Reiner 1995, 1997).
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Anhand der hier vorliegenden Tracingstudien wurde untersucht, ob das Striatum der
Anuren (Northcutt & Kicliter 1980) ebenfalls in Subareale untergliedert werden kann,
die aufgrund ihrer Projektionsmuster mit den Eingangs- und Ausgangsstrukturen des
dorsalen striatopallidalen Systems der Amnioten vergleichbar sind. Bezuglich der
Efferenzen zum Thalamus und zur Area praeoptica anterior zeigte sich, dass die
striatalen Projektionsneuronen heterogen verteilt waren. Sie lagen jeweils im
caudalen und - zu einem geringeren Anteil - im intermediaren Bereich des Striatum.
Die Afferenzen aus dem centralen Thalamus durchzogen das Striatum zwar Uber die
gesamte rostrocaudale Ausdehnung des Kerngebietes. Synaptische Kontakte im
caudalen und intermediaren Striatum konnen ohne elektronenmikroskopische
Untersuchungen nicht ausgeschlossen werden. Dennoch legen die Befunde aus
zwei Grunden nahe, dass das rostrale Striatum die starksten thalamischen Eingange
erhalt. Erstens ziehen die Axone im rostralen Striatum verstarkt zu den Somata und
proximalen Dendriten der Neuronen. Dort haben synaptische Eingange einen
starkeren Effekt auf die neuronale Erregbarkeit als an den distalen Dendriten im
caudalen und intermediaren Striatum (Nieuwenhuys 1998). Zweitens war die Anzahl
retrograd markierter Neuronen im centralen Thalamus bei Tracerapplikationen im
rostralen und caudalen Striatum sehr ahnlich. Dies zeigt, dass die meisten
thalamischen Projektionen das rostrale Striatum erreichen. Bei Einzelzellanfarbungen
im centralen Thalamus wurde ebenfalls gezeigt, dass die Axone von visuell
erregbaren Neuronen bis zum rostralen Bereich des Striatum ziehen (Roth et al. im
Druck). Das Striatum der Anuren zeigt also bezlglich seiner Ein- und Ausgange
einen  heterogenen  Aufbau. Dabei stellt der rostrale Bereich die
Haupteingangsstruktur dar und kann somit mit dem dorsalen Striatum der Amnioten
verglichen werden. Der caudale Bereich ist hingegen die Hauptausgangsstruktur und
somit mit dem dorsalen Pallidum der Amnioten vergleichbar. Der intermediare
Bereich kann als ein Ubergangsbereich zwischen diesen beiden Strukturen
angesehen werden.

Die lokalen Tracerapplikationen innerhalb des Striatum bestatigten ebenfalls die
Existenz eines dorsalen striatopallidalen Systems bei Anuren. Die Tatsache, dass
jeweils unmittelbar rostral der Applikationsstellen mehr Somata markiert waren als im
vergleichbaren caudalen Bereich, zeigt, dass die Axone striataler Neuronen
hauptsachlich nach caudal ziehen. Es konnten jedoch auch schwache Projektionen
vom caudalen zum rostralen Striatum nachgewiesen werden, welche mit pallido-
striatalen Projektionen bei Saugern (Staines & Fibinger 1984) vergleichbar sind.
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Wie bereits dargestellt, projiziert das Striatum bei Saugern Uber den direkten Weg
ohne zwischengeschaltete Kerngebiete zum Pallidum und zur Substantia nigra, pars
reticulata. Eine der Substantia nigra, pars reticulata vergleichbare Region wurde bei
Anuren im Tegmentum lokalisiert (Marin et al. 1997a). Entsprechend striato-pallidaler
und striato-nigraler Projektionen musste bei Anuren das rostrale Striatum Efferenzen
zum intermediaren und caudalen Striatum und zum Tegmentum aufweisen. Diese
Projektionsmuster konnten in den vorliegenden Tracingstudien tatsachlich
nachgewiesen werden und bestatigen somit ein rostral gelegenes Striatum bei
Anuren. Bei Saugern existieren Projektionen von den Ausgangsstrukturen der
Basalganglien zum Colliculus superior, diese Projektionen haben eine Funktion bei
der Steuerung der Augenbewegungen (Faull & Mehler 1978; Redgrave et al. 1992).
In den vorliegenden Tracingstudien wurden ebenfalls Projektionen aus dem caudalen
Striatum zum Tectum opticum beobachtet. Eine dem Nucleus subthalamicus
vergleichbare Struktur, die entsprechend dem indirekten Projektionsweg der Sauger
Eingange aus dem Globus pallidus externus erhalten musste und selbst zu den
Ausgangsstrukturen der Basalganglien projiziert, ist bei Anuren bisher nicht lokalisiert
wurden. Da die Komponenten der Basalganglien jedoch allgemein grolde
Ubereinstimmungen zwischen Anuren und Amnioten zeigen, existiert dieses
Kerngebiet vermutlich auch bei Amphibien.

Andere Tracingstudien und immunohistochemische Studien geben ebenfalls
Hinweise auf die Existenz eines striatopallidalen Systems bei Amphibien
(beispielsweise Inagaki et al. 1981; Reiner & Northcutt 1987; Marin et al. 1997 b, c;
Marin et al. 1998d). Angaben zur Lage des Pallidum bei Anuren sind in der Literatur
jedoch widerspriichlich (fiir einen Uberblick siehe Endepols et al. eingereicht [b]). Die
hier vorliegenden Tracingstudien zeigen, dass sich das dorsale striatopallidale
System der Anuren nach caudal bis zur rostralen Grenze des Nucleus
entopeduncularis anterior erstreckt. Damit konnte bestatigt werden, dass der caudale
Bereich des Striatum nach der Nomenklatur von Northcutt und Kicliter (1980)
tatsachlich ein Teil der Basalganglien der Anuren ist. Die aktuell von Marin et al.
(1998d)  vorgeschlagene  Nomenklatur des  Telencephalon, die  auf
immunohistochemischen Untersuchungen beruht, wird durch die vorliegenden
hodologischen Befunde nicht eindeutig gestitzt. Nach den Autoren stellt der Nucleus
entopeduncularis anterior einen Teil des Pallidum der Anuren dar. Bei den hier
durchgefuhrten Tracingstudien im Thalamus wurden in diesem Kerngebiet zwar
einzelne Projektionsneuronen markiert, jedoch in weit geringerem Ausmal} als im
caudalen Bereich des Striatum. Die vorliegenden Befunde stellen daher in Frage, ob
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der Nucleus entopeduncularis anterior zu den Hauptausgangsstrukturen der
Basalganglien der Anuren gehort.

In Abb. 56 sind zusammenfassend die Verbindungen der Basalganglien von Saugern
und Anuren gegenubergestellt. Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass die
Verbindungen der Basalganglien viele Ubereinstimmungen zeigen. Ein wesentlicher
Unterschied besteht darin, dass bei Saugern der Cortex sehr stark in die
Weiterleitung spezifischer sensorischer Informationen vom Thalamus zu den
Basalganglien involviert ist. Direkte thalamische Eingange aus dem Mittellinien- und
Intralaminarkomplex vermitteln hingegen multimodale (unspezifische) Informationen
zum Striatum (Groenewegen & Berendse 1994). Im Gegensatz dazu werden bei
Anuren spezifische sensorische Informationen direkt aus dem dorsalen Thalamus
zum Striatum weitergeleitet * (vgl. 4.3.1.2.), ohne dass das Pallium involviert ist °. Bei
Saugern spielt der Cortex auRerdem eine entscheidende Rolle bei der motorischen
Kontrolle. So weisen die Basalganglien der Sauger selbst keine bedeutenden
deszendierenden Projektionen zum Hirnstamm auf (Percheron et al. 1994). Vielmehr
verlauft der Hauptprojektionsweg Uber verschiedene thalamische Kerne zurick zum
pramotorischen und motorischen Cortex. Dieser steuert Uber weitreichende
deszendierende Projektionen den motorischen Output (Turner & DeLong 2000). Bei
Anuren weist das Pallium hingegen keine bedeutenden deszendierenden
Projektionen zu pramotorischen Zentren auf (vorliegende Tracingstudien; Neary
1990; Northcutt & Ronan 1992). Vielmehr stellen die Basalganglien die wichtigste
Ausgangsstruktur des Telencephalon dar. Sie haben selbst einen direkten Zugang zu
pramotorischen Zentren bzw. steuern diese Uber das Tectum opticum oder den
Thalamus an (vgl. 4.3.1.3.). Ein Vergleich der Verbindungen der Basalganglien
innerhalb der Tetrapoden zeigt, dass im Verlauf der Evolution eine zunehmende
Involvierung des Cortex bei den Ein- und Ausgangen der Basalganglien

4 Aktuelle Untersuchungen von Roth et al. (im Druck) zum visuellen System stellen allerdings in Frage,
dass der dorsale Thalamus der Amphibien tatsdchlich an der Weiterleitung spezifischer sensorischer
Informationen beteiligt ist. Die Autoren vermuten vielmehr, dass die dorsalen Thalamuskerne mit den
Mittellinien- und Intralaminarkernen der S&uger mit limbischen, assoziativen und exekutiven
Funktionen homologisiert werden kénnen und dass zusatzlich oder alternativ multimodale sensorische
Eingange in diesen Kernen konvergieren.

° Der Isocortex der Sauger stellt ein palliales Derivat dar. Es werden allerdings in der Literatur
unterschiedliche Hypothesen zur Homologisierung verschiedener Cortexareale der Sauger mit dem
Pallium der Amphibien vertreten (fir einen Uberblick siehe Ten Donkelaar 1998b). Direkte
Projektionen des Pallium mediale zum Striatum wurden zwar in der vorliegenden Arbeit und von Marin
et al (1997b) nachgewiesen, sie sind jedoch nur sehr schwach.
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stattgefunden hat. Dadurch wurde komplexeres und variableres Verhalten ermdglicht
(zur Ubersicht siehe Medina & Reiner 1995; Reiner et al. 1998; Marin et al. 1998b, c;
Smeets et al. 2000). Der vorliegende hodologische Vergleich zeigt, dass Anuren
dennoch einen geeigneten Modellorganismus fur Untersuchungen zur Funktion der
Basalganglien bei Wirbeltieren darstellen konnten. Dabei kdnnten grundlegende
Verarbeitungsprozesse in den Basalganglien der Wirbeltiere ohne corticale Einflisse
untersucht werden.

Immunohistochemische Untersuchungen an Xenopus laevis, Bombina orientalis und
Discoglossus pictus unterstitzen die hier dargestellten hodologischen Befunde und
belegen, dass das dorsale striatopallidale System der Anuren auch bezuglich der
Verteilung von Neuromodulatoren den Basalganglien der Amnioten ahnelt (Endepols
et al. eingereicht [b]). Diese immunohistochemischen Befunde stehen auch in
Ubereinstimmung mit der hier vorgeschlagenen Begrenzung der Basalganglien. Im
Folgenden wird auf die Unterscheidung eines rostral gelegenen Striatum und eines
caudal gelegenen Pallidum nur eingegangen, wenn die vorliegenden Befunde dies
sinnvoll erscheinen lassen. Da sich altere Literaturangaben in der Regel auf die
Nomenklatur von Northcutt und Kicliter (1980) beziehen, wird in den Ubrigen Fallen
weiterhin vom Striatum gesprochen.
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4.3.1.2. Auditorische Eingange des Striatum

Die Tracingstudien zeigten, dass das Striatum afferente Projektionen aus di- und
mesencephalen Kerngebieten erhalt, die an der Verarbeitung auditorischer
Informationen beteiligt sind. So wurden sehr starke Afferenzen aus dem centralen
Thalamus und schwache Afferenzen aus dem Nucleus laminaris des Torus
semicircularis beobachtet. AulRerdem wurden Hinweise auf schwache Afferenzen aus

dem ventromedialen Thalamus gefunden (Abb. 57).

Abb. 57: Afferente Eingange des Striatum aus dem Thalamus und dem Torus
semicircularis. Die gestrichelte Linie zeigt eine Projektion, die nicht eindeutig belegt
wurde, fur Erlauterungen siehe Text. Fur Abklirzungen siehe Liste.

Starke Projektionen des centralen Thalamus zum Striatum stehen in
Ubereinstimmung mit Tracingstudien und Einzelzellanfarbungen in der Literatur
(Kicliter & Northcutt 1975; Kicliter 1979; Hall & Feng 1987; Wilczynski & Northcutt
1983a; Marin et al. 1997b; Roth et al. im Druck). Auch schwache Afferenzen aus
dem Nucleus laminaris des Torus semicircularis wurden von anderen Autoren
beobachtet (Marin et al. 1997b; Endepols & Walkowiak 2001). Die Befunde zu
striatalen Eingangen aus dem ventralen Thalamus waren bei den hier
durchgefuhrten Tracingstudien widerspruchlich. Keine der Applikationen im Striatum
fuhrte zu retrograd markierten Neuronen in Kerngebieten des ventralen Thalamus.
Marin et al. (1997b) fanden jedoch bei Tracerapplikationen im Striatum von Xenopus
laevis und Rana perezi einzelne retrograd markierte Neuronen im ventromedialen
und im ventrolateralen Thalamus, die auf Eingange aus diesen Kernen schlie3en
lassen. Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit den hier vorliegenden
Tracingstudien im ventromedialen Thalamus, bei denen nach einigen grof¥flachigen
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Applikationen axonale Terminalien im caudalen Striatum beobachtet wurden. Obwohl
hier keine eindeutige Aussage Uber Projektionen des ventromedialen Thalamus zum
Striatum gemacht werden kann, werden sie durch die Befunde der oben genannten
Studien nahe gelegt. Ob Uber diese Projektionen auditorische Informationen zum
Striatum weitergeleitet werden, ist bisher unbekannt.

4.3.1.3. Efferente Verbindungen des Striatum

Das Striatum zeichnete sich durch eine groRe Anzahl efferenter Projektionen aus.
Uber reziproke Verschaltungen mit dem Torus semicircularis und dem Thalamus
konnte das Striatum seinen eigenen auditorischen Eingang modulieren. Endepols
und Walkowiak (2001) konnten bei Intrazellularableitungen an Discoglossus pictus
und Bombina orientalis zeigen, dass die Antworteigenschaften von auditorischen
Neuronen des Torus semicircularis durch eine elektrische Stimulation des Striatum
tatsachlich reversibel verandert werden. Efferente Projektionen des Striatum zum
Thalamus und zum Torus semicircularis wurden auch von Wilczynski und Northcutt
(1983b) und Marin et al. (1997c) beobachtet.

Das Striatum steuerte verschiedene Kerngebiete an, die an der Steuerung der
Vokalisation und Lokomotion beteiligt sind (vgl. 1.2.). AuBerdem zogen Projektionen
zum Praetectum und zum Tectum opticum (Abb. 58). Uber diesen Weg konnte das
Striatum visuomotorischen Prozesse und allgemeine Orientierungsantworten steuern
(Marin et al. 1997d, 1998a). Zusatzlich zogen striatale Axone Uber den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Bereich hinaus bis in das Ruckenmark, wo sie
modglicherweise  direkt spinale  Motorkerne innervierten.  Weitreichende
deszendierende striatale Projektionen wurden auch von anderen Autoren bei Rana
und Xenopus beobachtet (Wilczynski & Northcutt 1983b; Marin et al. 1997c). Diese
Ergebnisse stehen insgesamt in guter Ubereinstimmung mit den hier vorliegenden
Befunden.

Bei den hier durchgefihrten Tracings wurden striatale Projektionen zum
Hypothalamus und zur praoptischen Region beobachtet (Abb. 58). Projektionen zum
Hypothalamus wurden von Wilczynski und Northcutt (1983b) nach
HRP-Applikationen im Striatum nicht beschrieben. Marin et al. (1997¢c) beobachteten
jedoch mit neueren Tracingmethoden ebenfalls schwache Projektionen des Striatum
zum ventralen Hypothalamus. Auch bei Tracingstudien im rostralen Bereich des
ventralen Hypothalamus konnten Afferenzen aus dem Striatum nachgewiesen
werden (Allison & Wilczynski 1991). In der vorliegenden Arbeit terminierten im
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Bereich der Area praeoptica markierte Axone in der Nahe der Somata. Auf3erdem
durchzogen sie das lateral angrenzende Neuropil, in das die Dendriten der
praoptischen Neuronen hineinreichen. Die Kontrollapplikationen in der Area
praeoptica anterior bestatigten anhand retrograd markierter Somata im Striatum,
dass diese Axone zumindest teilweise von striatalen Neuronen stammten. Sie
zeigten aulderdem, dass sich einzelne Dendriten der Area praeoptica anterior bis
zum lateralen Vorderhirnbiindel erstrecken. Uber synaptische Kontakte kénnten auch
auf diesem Weg Informationen aus dem Striatum Neuronen der Area praeoptica
anterior erreichen. Striatale Projektionen zu diesem Kerngebiet kdnnten daher
starker sein als bisher angenommen. Direkte Projektionen des Striatum zur Area
praeoptica anterior konnten von anderen Autoren bisher nicht nachgewiesen werden.
Allison und Wilczynski (1991) und Marin et al (1997c) beobachteten nach
Tracerapplikationen in die Area praeoptica anterior keine retrograd markierten

Somata im Striatum.

Abb. 58: Efferente Projektionen der Basalganglien zu pramotorischen Zentren,
sensomotorischen Interfacestrukturen und endokrinen Regulationszentren. Fur
Abkurzungen siehe Liste.

4.3.1.4. Einzelzellanfarbungen

Einzelzellanfarbungen im Striatum von Anuren sind in der Literatur bisher nicht
beschrieben. Prinzipiell bieten sie die Moglichkeit, sehr viel prazisere Aussagen uber
die Verbindungen eines Kerngebietes zu machen, als dies mit Hilfe von
Tracingstudien madglich ist. So kann beispielsweise nur anhand von
Einzelzellanfarbungen untersucht werden, ob sich Subpopulationen der Neuronen
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eines Kerngebietes bezuglich ihrer Terminationsgebiete unterscheiden und ob es
innerhalb eines Kerngebietes Interneuronen gibt.

In der vorliegenden Arbeit war eine Rekonstruktion der vollstandigen axonalen
Projektionen nur bei zwei Neuronen erfolgreich, so dass keine Klassifizierung der
striatalen Neuronen vorgenommen werden konnte. Dennoch erlauben diese
Einzelzellanfarbungen zwei wichtige Aussagen: Erstens konnte durch die Kopplung
von elektrophysiologischen und neuroanatomischen Studien gezeigt werden, dass
auditorisch und visuell getriebene Neuronen des Striatum direkte Projektionen zu
pramotorischen Zentren aufweisen. Damit wurde im Striatum von Anuren erstmals
nachgewiesen, dass sensomotorische Integrationsprozesse auf der zellularen Ebene
stattfinden konnen. Zweitens zeigten die Studien, dass striatale Neuronen der
Anuren sehr weitreichende axonale Projektionen aufweisen und gleichzeitig mehrere
Terminationsgebiete im Gehirn innervieren. Durch die stark divergenten Projektionen
striataler Neuronen kdnnten mehrere pramotorische Zentren gleichzeitig angesteuert
und auf diese Weise eine koordinierte Bewegungssteuerung ermoglicht werden.

Komplexe Projektionsmuster einzelner Neuronen kdnnten ein generelles Merkmal bei
Anuren sein. So wurden sie bei mehreren Anurenarten in verschiedenen
Hirngebieten beschrieben, etwa im Torus semicircularis von Discoglossus pictus und
Bombina orientalis (Walkowiak & Luksch 1994; Luksch 1994; Luksch & Walkowiak
1998, Endepols & Walkowiak 2001), in verschiedenen septalen Kernen von Bombina
orientalis (Klein 2000) und im Pallium mediale von Bombina orientalis und
Discoglossus pictus (Roth & Westhoff 1999; Klein 2000; Westhoff 2000; Westhoff &
Roth 2002). Neuronen des Pallium mediale innervierten beispielsweise im
Durchschnitt 10 verschiedene Hirnareale, einzelne Neuronen sogar bis zu 25 Areale
gleichzeitig. Dies bedeutet, dass schon die Projektionen weniger Neuronen die
gesamten Zielgebiete des Pallium mediale erfassen konnten (Westhoff 2000). Die
sehr weitreichenden und stark verzweigten axonalen Projektionen der hier
untersuchten Zellen lassen eine ahnliche Organisation striataler Neuronen vermuten.
Moglicherweise handelt es sich bei der komplexen Organisation der axonalen
Projektionen einzelner Neuronen von Anuren um einen Kompensations-
mechanismus, mit dem die im Vergleich zu anderen Wirbeltieren geringe Anzahl von
Neuronen ausgeglichen wird.
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4.3.2. Physiologische Befunde

4.3.2.1. Habituationseffekte

Im Striatum von Hyla versicolor und Bombina orientalis wurden bei den
Extrazellularableitungen starke Habituationseffekte beobachtet. Dabei traten
Habituationseffekte bei Interstimulusintervallen von unter 90 s (N. VIll) und 30 s
(N. 1) auf. Eine Habituation im Striatum von Anuren wurde auch bei in vivo-
Untersuchungen festgestellt. Birkhofer et al. (1994) registrierten bei
Extrazellularableitungen an Xenopus laevis Habituationseffekte nach auditorischer,
visueller und mechanosensorischer Stimulation, wenn das Interstimulusintervall 10 s
unterschritt. Gruberg und Ambros (1974) beschreiben bei Extrazellularableitungen im
Striatum von Rana pipiens eine starke Habituation wahrend visueller Stimulation.
Buxbaum-Conradi und Ewert (1999) beobachteten bei Single Unit-Ableitungen im
Striatum von Bufo marinus bei 6 % der Neuronen Habituationseffekte wahrend der
Prasentation visueller Reize; weitere 19 % der Neuronen habituierten so schnell,
dass ihre Antworten auf visuelle Stimuli Gberhaupt nicht getestet werden konnten.

Die hier beobachtete sehr starke Habituation nach einer Stimulation des N. VIII ist
bisher nicht in der Literatur beschrieben. Sie steht jedoch in Ubereinstimmung mit der
generellen Zunahme von Habituationseffekten in der aufsteigenden Horbahn
(vgl. 4.2.1.2.). Unterschiede in der Starke der Habituation im Striatum kdnnten wie im
Thalamus artspezifisch sein. Auch die Art des Stimulus kdnnte Auswirkungen auf die
Habituation haben. Ein Einfluss der in vitro-Praparation ist hingegen
unwahrscheinlich, da die hier beobachteten Habituationseffekte im Thalamus in guter
Ubereinstimmung mit in vivo-Untersuchungen standen. Die mdgliche Bedeutung der
Habituation im Vorderhirn der Anuren wurde bereits im Zusammenhang mit dem
Thalamus diskutiert (vgl. 4.2.1.2.).

4.3.2.2. Extrazellularableitungen

Bei Extrazellularableitungen im Striatum wurden in der vorliegenden Arbeit nach
einer Stimulation des N. VIII und des N. Il EPs mit einer negativen Auslenkung
registriert. In Ubereinstimmung mit diesen Befunden registrierten Mudry und
Capranica (1980) und Birkhofer et al. (1994) bei in vivo-Untersuchungen im Striatum
von Rana catesbeiana und Xenopus laevis negative EPs nach akustischer bzw.
optischer Stimulation. Angaben zu Latenzen der EPs fehlen bei Mudry und
Capranica (1980). Bei Birkhofer et al. (1994) wurden nach akustischer Stimulation im
Striatum Latenzen zwischen 30 und 60 ms gemessen, die gut mit den vorliegenden
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Mittelwerten Ubereinstimmen (37,6 ms bei Hyla versicolor und 35,7 ms bei Bombina
orientalis). Mit 100 - 110 ms waren bei Birkhofer et al. (1994) die Latenzen nach
visueller Stimulation jedoch wesentlich langer als die hier beschrieben Latenzen
(37,7 ms bei Bombina orientalis). Bei einem Vergleich der Befunde muss
berucksichtigt werden, dass im vorliegenden in vitro-Ganzhirnpraparat die peripheren
Strukturen der HOr- und der Sehbahn fehlen. Im Innenohr betragt die Latenz
zwischen einem akustischen Stimulus und den Aktionspotentialen innerhalb des
Hoérnerven nur ca. 2,5 ms und ist auf eine Synapse zwischen den Haarzellen im
Innenohr und den Fasern des N. VIII sowie und den Widerstand der Nervenfasern
zurtckzufuhren (Hillery & Narins 1984; Ronken 1990). In der Retina findet hingegen
bereits eine weitgehende Verarbeitung visueller Informationen auf mehreren,
hintereinander geschalteten neuronalen Ebenen statt (fiir einen Uberblick siehe Ten
Donkelaar 1998a). Dies erklart die wesentlich kirzeren Latenzen nach Stimulation
des N. Il im vorliegenden Ganzhirnpraparat verglichen mit den Latenzen nach einem
optischen Stimulus im intakten Tier. Angaben zur Dauer der EPs fehlen bei Mudry
und Capranica (1980) sowie bei Birkhofer et al. (1994), so dass ein Literaturvergleich
nicht maglich ist.

Bei Hyla versicolor wurde festgestellt, dass im Striatum nach einem einfachen
elektrischen Stimulus am N. VIII keine EPs zu registrieren waren. Eine Stimulation
mit komplexeren Reizen fihrte hingegen zu einer extrazellular detektierbaren
Reaktion striataler Neuronen. Mudry und Capranica (1980) registrierten in vivo EPs
im Striatum und im Pallium mediale ebenfalls nur nach komplexen akustischen
Stimuli, wahrend einfache Klicks nicht zu einer Reaktion der Neuronen fuhrten. Im
Thalamus konnten hingegen, wie in der vorliegenden Arbeit, auch mit Hilfe einfacher
akustischer Stimuli EPs ausgeldst werden (Mudry et al. 1977). Diese Beobachtung
lasst sich im Zusammenhang mit zahlreichen neurophysiologischen Untersuchungen
erklaren, nach denen in der aufsteigenden Hoérbahn der Anuren die
Antworteigenschaften einzelner Neuronen bezuglich unterschiedlicher Parameter
akustischer Signale zunehmend selektiver werden. Dabei spielt die Erkennung von
spezifischen Parametern der arteigenen Rufe, wie beispielsweise der spektralen
Zusammensetzung oder der Pulswiederholungsrate, eine besondere Rolle
(Feng & Capranica 1976, 1978; Walkowiak 1980, 1984; Hermes et al. 1982,
Fuzessery & Feng 1983; Rose & Capranica 1885; Epping & Eggermont 1986;
Hall & Feng 1986, 1987, 1988; Fuzessery 1988). Der Paarungsruf von Hyla
versicolor hat bei 20°C eine Pulswiederholungsrate von circa 20 Hz
(Gerhardt & Huber 2002; Bush et al. 2002). Die maximale Amplitude der EPs im
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Striatum wurde jedoch bei einer Pulswiederholungsrate von 40 Hz gemessen. Diese
Pulswiederholungsrate entspricht ungefahr derjenigen des Paarungsrufes der mit
Hyla versicolor eng verwandten Art Hyla chrysoscelis (Gerhardt & Huber 2002;
Bush et al. 2002). Beide Arten sind &uferlich kaum zu unterscheiden und die
Verbreitungsgebiete Uberlappen sich sehr stark (vgl. 2.1.). Da es sich bei den
verwendeten Versuchstieren um Freilandfange handelte, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass zum Teil Individuen von Hyla chrysoscelis verwendet wurden.
Berucksichtigt werden muss aber insbesondere, dass ein Vergleich der in vitro
verwendeten elektrischen Stimuli mit der Situation in vivo nur eingeschrankt moglich
ist (vgl. 4.1.1.). Dies gilt auch fur die Untersuchungen an Bombina orientalis, bei
denen auch bei einem einfachen Stimulus EPs im Striatum registriert wurden.
Maglicherweise reagierte Bombina orientalis aber auch deshalb auf einfache Stimuli,
weil diese Art, anders als Hyla versicolor und Rana catesbeiana, kurze sinusartige
Rufe verwendet (Akef & Schneider 1985). Die Vorderhirnstrukturen dieser Art
konnten somit eine andere Selektivitat bezuglich temporaler Parameter akustischer
Stimuli aufweisen.

Bei einem Vergleich der EPs nach alternierender Stimulation des N. VIl und des N. II
zeigte sich, das die Amplitude bei letzterem Stimulus wesentlich hoher war. Dies
deutet darauf hin, dass eine groRere Anzahl von striatalen Neuronen auf visuelle
Reize reagierte. Dieser Befund wurde durch die Intrazellularableitungen bestatigt und
wird in diesem Zusammenhang diskutiert (vgl. 4.3.2.3.).

4.3.2.3. Intrazellularableitungen

Intrazellularableitungen nach akustischer Stimulation sind im Striatum von Anuren
bislang nicht durchgefihrt worden, so dass kein Literaturvergleich bezuglich der
Latenzen moglich ist. Die hier gemessenen Latenzzeiten im Striatum erlauben
Ruckschlusse auf die zentrale Verarbeitung auditorischer Informationen. So weist die
relativ grolle Streuung der Latenzzeiten einzelner Neuronen zwischen 34 und
118 ms darauf hin, dass dieses Kerngebiet polysynaptische auditorische Eingange
erhalt. Die anatomischen Befunde der Tracingstudien belegen die Existenz paralleler
Eingange des Striatum aus unterschiedlichen Stationen der Hérbahn. So erhalt es
beispielsweise wenige direkte Afferenzen aus dem Torus semicircularis, wahrend der
Hauptanteil auditorischen Informationen Uber die Zwischenstation des centralen
Thalamus weitergeleitet wird. Die dem Thalamus und Torus semicircularis
vorgeschalteten Hoérbahnstationen weisen selbst einen hohen Grad an
Parallelverarbeitung auf (vgl. 1.2.).
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Bezuglich der Gesamtdauer der Antworten einzelner Neuronen zeigte sich bei
frheren Intrazellularableitungen im in vitro-Ganzhirnpraparat eine Zunahme in der
aufsteigenden Hoérbahn (Walkowiak & Luksch 1994; Luksch & Walkowiak 1998;
Endepols & Walkowiak 1999, 2001). Im Vergleich mit diesen Werten wurde bei den
vorliegenden Intrazellularableitungen mit einem Mittelwert der Gesamtdauer von
533,2 ms der hochste Wert bestimmt. Die beobachtete Zunahme der Gesamtdauer
intrazellularer Antworten koénnte damit zusammenhangen, dass die Neuronen
hoherer Stationen der Horbahn einer Vielzahl von modulierenden Einflissen
ausgesetzt sind. AulRerdem koénnte auch die Zunahme paralleler Eingange aus
mehreren Stationen der Horbahn fur eine langere Gesamtdauer der
Intrazellularantworten verantwortlich sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde bei einer Reihe von Intrazellularableitungen neben
dem N. VIII auch der N. Il stimuliert. Anhand dieser Experimente sollte untersucht
werden, ob im Striatum visuelle und auditorische Informationen auf zellularer Ebene
getrennt oder zusammen verarbeitet werden. Eine detaillierte Untersuchung der
Verarbeitung visueller Informationen im Striatum war hingegen nicht das Ziel der
vorliegenden Arbeit. Aus diesem Grund wird hier auf die Sehbahn der Anuren nicht
im Detail eingegangen (fiir einen Uberblick siehe Ten Donkelaar 1998a). Die grole
Streuung der Latenzzeiten lasst ebenfalls auf eine Parallelverarbeitung visueller
Informationen in der zentralen Sehbahn schlieBen und steht damit in
Ubereinstimmung mit Befunden aus der Literatur.

Ein Vergleich der vorgefundenen Reaktionen striataler Neuronen zeigte, dass
wesentlich mehr Neuronen auf eine Stimulation des N. Il reagierten (83 %) als auf
eine Stimulation des N. VIII (30 %). Bei Single Unit-Ableitungen im Striatum von Bufo
marinus reagierten 76 % aller untersuchten Neuronen auf optische Reize
(Buxbaum-Conradi & Ewert 1999). Der verhaltnismalig hohe Anteil visuell
getriebener Neuronen im Striatum kénnte ein Hinweis auf die besondere Bedeutung
der visuomotorischen Integration in diesem Kerngebiet sein. Die visuomotorische
Integration ist bei Anuren u. a. entscheidend fur Verhaltensweisen, die das tagliche
Uberleben sichern. So miissen die Tiere beispielsweise beim Beutefang sehr schnell
und prazise mit motorischen Aktionen auf optische Reize reagieren. Durch
Lasionsexperimente konnte ein Verlust der visuellen Orientierung beim Beutefang
nachgewiesen werden (Ewert 1967, 1984; Patton & Grobstein 1998a, b). Auch flr
die Feinderkennung und das Fluchtverhalten sind schnelle visuomotorische
Reaktionen wichtig. Audiomotorische Integrationsprozesse spielen hingegen eine
besonders grolRe Rolle im Zusammenhang mit dem Reproduktionsverhalten der

156



DISKUSSION

Anuren, welches nur saisonal auftritt. Mdglicherweise wird die Sensitivitat der
auditorisch erregbaren Neuronen im Striatum oder in vorgeschalteten Stationen der
Horbahn in  Abhangigkeit von der Jahreszeit reguliert. Dabei konnte der
Hormonstatus der Individuen eine wichtige Rolle spielen. Im Mesencephalon von
Anuren wurde eine Beeinflussung der auditorischer Informationsverarbeitung durch
Hormone nachgewiesen (Yovanof & Feng 1983). Im Torus semicircularis wurde
aullerdem eine saisonal schwankende Anzahl auditorisch stimulierbarer Neuronen
beobachtet (Walkowiak 1980). Der Hormonstatus der Individuen wurde bei den
vorliegenden  Untersuchungen nicht bericksichtigt und koénnte fur den
vergleichsweise geringen Anteil von auditorisch erregbarer Neuronen im Striatum
verantwortlich sein. Moglicherweise reagierten auch nicht alle auditorisch erregbaren
Neuronen des Striatum auf den einfachen Stimulus, da vermutlich gerade Neuronen
von Vorderhirnzentren sehr speziell auf bestimmte Parameter akustischer Reize
reagieren (vgl. 4.3.2.2.). Es muss aullerdem berlcksichtigt werden, dass
modglicherweise einige auditorisch erregbare Neuronen im Striatum nicht fir
Intrazellularableitungen geeignet waren und daher nicht erfasst wurden.

In den Fallen, in denen der N. VIl und der N. Il alternierend stimuliert wurden,
reagierten 34 % der Neuronen auf beide Stimuli. Es gibt im Striatum der Anuren also
Einzelneuronen, die parallel mindestens zwei unterschiedliche sensorische Eingange
erhalten. Da die Verarbeitung anderer sensorischer Informationen nicht untersucht
wurde, konnte hier nicht bestimmt werden, wie hoch der Anteil multimodaler
Neuronen im Striatum ist. Multisensorische Integration auf der neuronalen Ebene
konnte einen generellen Mechanismus darstellen, durch den ein Organismus
komplexe Stimuli, die ihn aus der Umwelt erreichen, integriert und in angemessenes
Verhalten umsetzt. Bei Saugern wurde diesbezlglich eine gro3e Anzahl von
Experimenten im Colliculus superior durchgefuhrt. Dort konnte gezeigt werden, dass
Einzelneuronen auditorische, visuelle und somatosensorische Informationen
integrieren. Dabei reagierten die Neuronen wahrend multisensorischer Stimulation
haufig nichtlinear, indem beispielsweise in einigen Fallen eine starkere Antwort
ausgelost wurde, als sie sich aus der Summe der Antworten auf Einzelreize ergeben
hatte (Meredith & Stein 1986; Stein et al. 2002). Die multisensorische Integration in
Neuronen des Colliculus superior spiegelte sich auf der Verhaltensebene wider
(Stein et al. 1988; Stein 1998). Ahnliche Integrationsprozesse kdnnten auch im
Striatum der Anuren eine Rolle spielen. Birkhofer et al. (1994) fanden bei
Extrazellularableitungen Hinweise auf multisensorische Interaktionen im Striatum.
Die hier durchgeflhrten Intrazellularableitungen lassen vermuten, dass die
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multisensorische Integration im Striatum der Anuren auf der Einzelzellebene
stattfinden koénnte. Bei zuklnftigen Intrazellularableitungen ware es daher
interessant, neben einer alternierenden auch eine gleichzeitige Stimulation
sensorischer Nerven vorzunehmen.

Bei den hier durchgefuhrten Intrazellularableitungen wurde eine Reihe von
unterschiedlichen Antworttypen nach Stimulation der beiden sensorischen Nerven
beobachtet. Der haufigste Antworttyp war bei beiden Stimuli eine Inhibition,
aullerdem kamen Antworten mit kombinierten exzitatorischen und inhibitorischen
Anteilen vor. Bei Intrazellularableitungen im Striatum von Bufo spinosus fanden
Matsumoto et al. (1991) nach einer elektrischen Stimulation des lateralen
Vorderhirnblndels ebenfalls unterschiedliche Antworttypen, die zum Teil mit den hier
gefundenen Ubereinstimmten. Bei diesen Untersuchungen trat als haufigster
Antworttyp eine Exzitation gefolgt von einer Inhibition auf (43 %), wahrend eine reine
Inhibition nur bei 23 % der striatalen Neuronen registriert wurde. Ein Vergleich dieser
Resultate mit den vorliegenden Befunden erscheint aufgrund der unterschiedlichen
Reizsituation jedoch wenig sinnvoll. Es muss aber auch beachtet werden, dass bei
den Extrazellularableitungen in der vorliegenden Arbeit eine sehr starke Habituation
der striatalen Neuronen festgestellt wurde (vgl. 4.3.2.1.). Bei dem wahrend der
Intrazellularableitungen verwendeten Interstimulusintervall von 20 oder 30 s wurden
daher moglicherweise nicht alle Antworttypen erfasst.

Eine getrennte Analyse der exzitatorischen und inhibitorischen Anteile der
intrazellularen Antworten im Striatum zeigte, dass die EPSPs signifikant kirzere
Latenzen und Dauern aufwiesen als die IPSPs. Bezogen auf die Neuronenpopulation
bedeutet dies, dass es nach einer einfachen Stimulation des contralateralen N. VIl
zu einer kurzen Exzitation gefolgt von einer langandauernden Inhibition kommt. Die
Neurotransmitter, die von den Neuronen vorgeschalteter Horbahnstationen an den
synaptischen Verbindungen mit striatalen Neuronen ausgeschuttet werden, sind bei
Anuren bisher nicht untersucht worden. Von Saugern sind jedoch exzitatorische,
glutamaterge Eingange des Striatum aus dem Cortex und dem Thalamus bekannt.
Striatale Neuronen hingegen sind GABAerg und haben einen inhibitorischen Einfluss
auf ihre Zielstrukturen. Unmittelbar nachgeschaltete Neuronen des Pallidum werden
folglich inhibiert (Graybiel 1990). Die Neuronen, in denen hier Intrazellularableitungen
durchgefuihrt wurden, sind entsprechend ihrer caudalen Lage im Kerngebiet
groRtenteils dem Pallidum zuzuordnen (vgl. 4.3.1.1.). Im Hinblick auf die Verhaltnisse
bei Saugern konnte die schnelle Exzitation auf glutamaterge Eingange aus dem
Thalamus zurtckzufihren sein. Die spater eintretende und langer andauernde
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Inhibition kénnte durch GABAerge Eingange aus den weiter rostral gelegenen
Neuronen des Striatum verursacht werden. Die inhibitorische Ubertragung ist an eine
hohe Spontanaktivitat der Zielneuronen im Pallidum gebunden, wie sie in der
vorliegenden Arbeit auch beobachtet wurde. Die bei einigen Neuronen beobachteten
Rebound-Spikes im Anschluss an eine Inhibition sind nicht auf synaptische Eingange
zuruckzufihren, sondern auf intrinsische Eigenschaften der entsprechenden
Neuronen (Pape 1996; Sekirnjak & du Lac 2002).

Uber die Weiterleitung von Informationen an nachgeschaltete Kerngebiete kann
ebenfalls nur spekuliert werden, da bei Anuren nicht gesichert ist, welche
Neurotransmitter von den pallidalen Neuronen ausgeschuttet werden. Bei Saugern
sind die Ausgangsstrukturen der Basalganglien GABAerg (Graybiel 1990). Unter der
Annahme, dass dies auch bei Anuren der Fall ist, wirden die spontanaktiven
Neuronen des Pallidum nachgeschaltete Neuronen kontinuierlich inhibieren. Ihre
eigene Inhibition durch striatale Neuronen hatte eine Disinhibition in den
Zielstrukturen zur Folge. Eine Erregung pallidaler Neuronen wurde hingegen zu einer
verstarkten Inhibition in den nachgeschalteten Kerngebieten fuhren.

4.4. Das limbische System

Das limbische System stellt eines der wichtigsten Koordinationssysteme des Gehirns
dar und wird in Zusammenhang gebracht mit Motivation, Gedachtnis, bestimmten
Lernprozessen, Emotionen, Sexualverhalten und zahlreichen integrativen
Funktionen, die notwendig sind fur angemessenes Verhalten als Antwort auf
sensorische Stimuli (Butler & Hodos 1996). Das limbische System der Anuren weist
ahnliche Komponenten auf wie das der Amnioten und umfasst Bereiche des Pallium,
die septale Region, die Amygdala, die praoptische Region, die Habenula, den
Hypothalamus, das Griseum centrale, den Nucleus interpeduncularis und den
Nucleus raphes (Northcutt 1995; Bruce & Neary 1995). Roth et al. (im Druck)
vermuten aufgrund aktueller  neurophysiologischer  und anatomischer
Untersuchungen, dass auch der anteriore Thalamus zum limbischen System der
Anuren zahlt.

Die septale Region der Anuren nimmt den ventromedialen Bereich der telencephalen
Hemispharen ein und gliedert sich nach Northcutt und Kicliter (1980) in sechs
Kerngebiete. Dazu zahlen auch das Septum mediale, das Septum laterale und der
Nucleus des Diagonalen Bandes von Broca, deren Verbindungen hier untersucht
wurden. Im Folgenden wird die Bezeichnung ,septale Kerne“ nur flr diese drei
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Kerngebiete verwendet. Uber die Verbindungen der septalen Kerne der Anuren ist
nur wenig bekannt, da bisher keine direkten Tracingstudien in diesen Kerngebieten
durchgefiihrt wurden. Zu den Funktionen des Septum der Anuren gibt es ebenfalls
nur wenige Untersuchungen. Eine wichtige Rolle des Septum beim Rufverhalten der
Mannchen und bei der Phonotaxis der Weibchen konnte durch La&sionsstudien
nachgewiesen werden (Walkowiak et al. 1999, vgl. 1.1.). Intrazellularableitungen im
Telencephalon von Bombina orientalis zeigten, dass die Spontanaktivitat einzelner
Neuronen der septalen Kerne durch eine Stimulation des N. VIII beeinflusst wird
(Klein 2000). Diskutiert werden im Folgenden diejenigen Verbindungen der septalen
Kerne, die eine Rolle bei der Verarbeitung auditorischer Informationen spielen
konnten. Die Bedeutung des limbischen Systems im Rahmen der audiomotorischen
Integration bei Anuren wird in Kap. 4.5. diskutiert.

4.4.1. Anatomische Befunde

4.4.1.1. Auditorische Eingange der septalen Kerne

Bisher wurden keine gezielten Untersuchungen zu den Verbindungen der septalen
Kerne der Anuren durchgeflihrt. Es war daher unklar, Uber welche Wege auditorische
Informationen die septale Region erreichen. Eine Mdéglichkeit waren Eingange aus
dem Pallium mediale, welches selbst an der Verarbeitung auditorischer
Informationen beteiligt ist (vgl. 1.2.). Die vorliegenden Tracingstudien zeigten, dass
das Pallium mediale Efferenzen zu allen drei untersuchten septalen Kernen aufweist.
In Ubereinstimmung mit den vorliegenden Befunden wurden in der Literatur bei
Tracingstudien im Pallium mediale ebenfalls Projektionen zu den septalen Kernen
beobachtet (Halpern 1972; Ronan & Northcutt 1979; Neary 1990; Northcutt & Ronan
1992).

Die vorliegenden Tracingstudien zeigten aul’erdem, dass einige der untersuchten
thalamischen Kerne direkt zu den septalen Kernen projizieren. Auditorische
Informationen konnten also auch auf diesem Weg zum Septum gelangen. Das
Septum laterale erhielt schwache bilaterale Eingange aus dem anterioren Thalamus
und dem caudalen Bereich des ventromedialen Thalamus. Bei Applikationen im
centralen Thalamus wurden ebenfalls axonale Terminalien im Septum laterale
beobachtet. Obwohl bei den hier durchgefuhrten Kontrollen im Septum laterale keine
retrograd markierten Neuronen im centralen Thalamus gefunden wurden, legt ein
Literaturvergleich die Existenz von Eingangen aus diesem Kerngebiet zum Septum
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laterale nahe. So beobachteten Roth et al. (im Druck) nach Einzelzellanfarbungen
und Neary (1990) nach einer extrazellularen Tracerapplikation im centralen
Thalamus axonale Terminalien im ipsilateralen Septum laterale. Bilaterale
Projektionen des anterioren Thalamus zum Septum laterale wurden von diesen
Autoren ebenfalls bestatigt. Bei den vorliegenden Tracingstudien wurden keine
retrograd markierten Neuronen in weiter caudal gelegenen Horbahnstationen
beobachtet. Endepols und Walkowiak (2001) fanden jedoch im Nucleus laminaris des
Torus semicircularis einzelne Neuronen, deren Axone im Septum laterale
terminierten. Das Terminationsgebiet lag allerdings sehr weit caudal in einem
Bereich, in welchem hier keine Tracingstudien durchgefuhrt wurden.

Das Septum mediale erhielt bei den durchgefuhrten Tracingstudien ebenfalls
Eingange aus dem anterioren Thalamus. Die reziproken Kontrollen zeigten jedoch
widerspruchliche Befunde bezlglich der Starke dieser Projektionen. So waren bei
Tracerapplikationen im Septum mediale zahlreiche Neuronen des anterioren
Thalamus retrograd markiert, was auf einen starken Eingang aus diesem Kerngebiet
schlieBen lasst. Bei Applikationen im anterioren Thalamus wurden hingegen nur
wenige axonale Terminalien im Septum mediale gefunden. Bei der Interpretation
dieser widerspruchlichen Befunde muss beachtet werden, dass Projektionsfasern
des medialen Vorderhirnbindels durch das Septum mediale zum Pallium mediale
ziehen. Bei Tracerapplikationen im Septum mediale konnten diese Fibers of Passage
den Marker aufnehmen. Dadurch wurden auch solche Neuronen retrograd markiert,
die nicht im Septum mediale sondern im Pallium mediale terminieren. Da starke
Projektionen des anterioren Thalamus zum Pallium mediale nachgewiesen wurden,
muss aus der Kombination der durchgefuhrten Tracingstudien auf eine eher
schwache bilaterale Projektion des anterioren Thalamus zum Septum mediale
geschlossen werden. Bei einer Tracerapplikation im anterioren Thalamus fand Neary
(1990) ebenfalls nur sehr wenige axonale Terminalien im Septum mediale. In der
vorliegenden Arbeit wurden zusatzlich Eingdnge des Septum mediale aus dem
centralen und ventromedialen Thalamus belegt, wobei die Projektionsneuronen
jeweils im aulersten caudalen Bereich der beiden thalamischen Kerngebiete lagen.
Die Verteilung dieser Projektionsneuronen lasst auf Subareale des centralen und
ventromedialen Thalamus bezlglich der Verbindungen mit dem Septum mediale
schlieen. Tracerapplikationen im centralen Thalamus (Neary 1990) bestatigten die
hier beschriebenen schwachen Projektionen zum Septum mediale.

Bei den vorliegenden Tracingstudien im anterioren, centralen und ventromedialen
Thalamus wurden auch im Nucleus des Diagonalen Bandes von Broca axonale

161



DISKUSSION

Terminalien markiert. Allerdings wurden keine Kontrollapplikationen im Nucleus des
Diagonalen Bandes von Broca durchgefiihrt (vgl. 3.2.4.). Diese Befunde kdnnen
daher nur als Hinweis auf Eingange aus dem Thalamus verstanden werden.
Eindeutige Belege konnten Einzelzellanfarbungen in den thalamischen Kerngebieten
liefern. Roth et al. (im Druck) konnte anhand solcher Anfarbungen bereits zeigen,
dass Axone von Neuronen des centralen und des anterioren Thalamus tatsachlich
Kollateralen im Bereich des Nucleus des Diagonalen Bandes von Broca aufweisen.

Bei Intrazellularableitungen im in vitro-Ganzhirnpraparat von Bombina orientalis
betrugen die Latenzen der meisten auditorisch erregbaren Neuronen im Septum Uber
100 ms. Die Latenzen von Neuronen des Pallium mediale lagen hingegen in den
meisten Fallen darunter (Klein 2000). Dies lasst vermuten, dass auditorische
Informationen die septalen Kerne hauptsachlich Gber das Pallium mediale erreichen.
Bei einigen Intrazellularableitungen im Septum wurden jedoch auch Latenzen von
circa 30 ms registriert. Diese vergleichsweise kurzen Latenzen kénnten auf die oben
beschriebenen, direkten auditorischen Eingdnge aus dem Thalamus zurickzuflhren
sein. Auch die schwachen Afferenzen aus dem Torus (Endepols & Walkowiak 2001)
kénnten diesbeziiglich eine Rolle spielen. Abb. 59 gibt einen Uberblick Uber die
thalamischen Eingange der septalen Kerne. Uber welche Verbindungen tatsachlich

auditorische Informationen vermittelt werden, ist noch unbekannt.

Abb. 59: Afferente Eingange des Septum mediale, des Septum laterale und des
Nucleus des Diagonalen Bandes von Broca aus verschiedenen thalamischen
Kernen. Projektionen, die anhand der Tracingstudien nicht eindeutig belegt wurden,
sind durch gestrichelte Linien dargestellt; fur Erlauterungen siehe Text. Flr
Abkurzungen siehe Liste.
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4.4.1.2. Efferente Projektionen der septalen Kerne

Die hier erstmals durchgefiuhrten Tracingstudien im Septum laterale und im Septum
mediale zeigten, dass beide Kerne starke efferente Projektionen zu endokrinen
Regulationszentren aufweisen. AuRerdem wurden Hinweise auf schwache
Projektionen vom Nucleus des Diagonalen Bandes von Broca zur Area praeoptica
anterior gefunden (Abb. 60). Allison und Wilczynski (1991) beobachteten ebenfalls
Projektionen des Septum laterale und des Septum mediale zur Area praeoptica
anterior, schwache Eingange aus dem Nucleus des Diagonalen Bandes von Broca
wurden hingegen nicht bestatigt. Nach HRP-Applikationen in den ventralen
Hypothalamus fanden Allison und Wilczynski (1991) keine retrograd markierten
Neuronen im Septum. Die Diskrepanz zu den vorliegenden Befunden konnte darauf
zuruckzufihren sein, dass die Autoren den Tracer im Bereich der Somata
applizierten. Die vorliegenden Tracingstudien im Septum mediale und laterale
zeigten jedoch, dass die Axone der septalen Neuronen hauptsachlich im lateralen
Neuropil des ventralen Hypothalamus terminieren.

Direkte Projektionen zu audiomotorischen Interfacestrukturen zeigte in der
vorliegenden Arbeit lediglich das Septum laterale. Es wies unterschiedlich starke
Projektionen zu allen untersuchten thalamischen Kernen und zum Nucleus laminaris
des Torus semicircularis auf (Abb. 60). Uber diese Projektionen kénnte das Septum
laterale modulierend auf die audiomotorische Integration einwirken. Nach
HRP-Applikationen in den centralen und posterioren Thalamus fanden Hall und Feng
(1987) keine retrograd markierten Somata im Bereich des Septum. Vermutlich ist die
Diskrepanz in den Befunden auf die hohe Sensitivitat des Tracers Neurobiotin
zuruckzufuhren (vgl. 4.2.2.1.).

Diejenigen Neuronen, deren Axone zum Thalamus zogen, waren nicht homogen im
Septum laterale verteilt. Nach Applikationen in den anterioren und den
ventromedialen Thalamus war ihre Anzahl im rostralen und intermediaren Bereich
des Septum laterale hoher als im caudalen Bereich. Die heterogene Verteilung der
Projektionsneuronen im Septum laterale wurde hier erstmals beobachtet und deutet
auf funktionelle Subareale hin, die in zuklnftigen Studien untersucht werden
konnten. Die Tracingstudien zeigen aulerdem, dass das Septum laterale eine
wichtige Position innerhalb des limbischen Systems der Anuren einnimmt. Von den
untersuchten septalen Kernen weist es die starksten afferenten und efferenten
Verbindungen mit dem Thalamus auf (vgl. auch 4.4.1.1.). Das Septum laterale
konnte somit ein wichtiges Bindeglied zwischen den septalen Strukturen und dem
Diencephalon darstellen.

163



DISKUSSION

Abb. 60: Efferente Projektionen der septalen Kerne zum Thalamus, zum Torus
semicircularis und zu endokrinen Regulationszentren. Fur Abkurzungen siehe Liste.

4.5. Sensomotorische Integration im Vorderhirn
der Anuren

Luksch (1994) und Walkowiak und Luksch (1994) stellten bei ihren Untersuchungen
zur audiomotorischen Integration im Torus semicircularis eine Reihe von
Eigenschaften heraus, die audiomotorische Interfacestrukturen auszeichnen. So
mussen die beteiligten neuronalen Elemente die distributiv abgebildete Erregung aus
den unterschiedlichen Stationen der Horbahn integrieren kdnnen oder Projektionen
zu einer integrierenden Station entsenden. Sie missen multimodale Informationen
integrativ verarbeiten oder Teil eines multimodalen Netzwerkes sein. Einzelne
Elemente kdénnen sensitiv gegenltber langfristig oder kurzfristig wirksamen
Modulatoren sein (Hormone oder Neuromodulatoren). Zur Ansteuerung der
somatischen Muskulatur missen die Integrationszentren uUber einen Zugang zu
pramotorischen und/oder motorischen Zentren verfugen. Da verschiedene
Verhaltensreaktionen autonome und endokrine Funktionen einschlieen, missen die
Interfacestrukturen auch entsprechende Regulationszentren ansteuern kdnnen.

4.5.1. Sensomotorische Integration im Diencephalon

Im Diencephalon verfigten alle untersuchten thalamischen Kerne uUber die
Eigenschaften  audiomotorischer Interfacestrukturen.  Die  unterschiedliche
Gewichtung der Efferenzen zu pramotorischen Zentren und sensomotorischen
Interfacestrukturen bzw. zu endokrinen Regulationszentren lasst jedoch auf
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unterschiedliche Funktionen der einzelnen Kerne bei der sensomotorischen
Integration schliefl3en.

Alle untersuchten Thalamuskerne erhielten auditorische Afferenzen parallel aus
mehreren vorgeschalteten Horbahnstationen, in denen auditorische Informationen
differentiell verarbeitet werden (vgl. 4.2.2.1.). Zusatzlich zeigten vorhergehende
physiologische und anatomische Untersuchungen, dass sie an der Verarbeitung
unterschiedlicher multisensorischer Informationen beteiligt sind (fiir einen Uberblick
siehe Ten Donkelaar 1998a). AuRerdem erhielten die thalamischen Kerne Eingange
aus zahlreichen nicht-sensorischen Gebieten, uUber welche beispielsweise
Informationen uber den endogenen Zustand des Individuums vermittelt werden
konnen. Der starke Besatz der Dendriten mit Spines, der bei vielen thalamischen
Neuronen beobachtet wurde, ist kennzeichnend fur hochgradig plastische und
integrativ arbeitende Neuronen (Wickens 1988; Yuste & Denk 1995).

Die starksten efferenten  Projektionen zu anderen  sensomotorischen
Interfacestrukturen und pramotorischen Zentren wiesen der posteriore und der
ventromediale Thalamus auf (vgl. 4.2.2.2.). Uber diese Projektionen kénnten beide
Kerne Einfluss auf motorische Prozesse wie die Vokalisation, die Lokomotion und
Orientierungsbewegungen nehmen. Entsprechende Efferenzen des centralen und
anterioren Thalamus waren deutlich schwécher ausgepragt. Uber Projektionen zum
Praetectum, zum Tegmentum, zum Tectum opticum, zum Torus semicircularis und
zum Nucleus visceralis secundarius konnten allerdings auch diese Kerne an der
motorischen Steuerung beteiligt sein (vgl. 4.2.2.2.). Projektionen des posterioren und
ventromedialen Thalamus zu endokrinen Regulationszentren waren nur schwach.
Dies deutet auf eine vergleichsweise geringe Bedeutung bei der Steuerung der
Hormonproduktion hin. Im Gegensatz dazu wies der centrale Thalamus starke
Projektionen zur Area praeoptica anterior und zum ventralen Hypothalamus auf.
Auch der anteriore Thalamus war mit beiden Gebieten verbunden (vgl. 4.2.2.2.).
Zusammenfassend lassen diese Befunde vermuten, dass der posteriore und der
ventromediale Thalamus Uber ihre deszendierenden Projektionen zu pramotorischen
Zentren insbesondere kurzfristig wirksame Funktionen bei sensomotorischen
Integrationsprozessen haben. Der anteriore und besonders der centrale Thalamus
konnten hingegen uUber ihre engeren Verbindungen zu endokrinen
Regulationszentren das akustisch gesteuerte Verhalten der Anuren langfristig
modulieren. Einzelne neuronale Elemente des centralen und anterioren Thalamus
konnten aber auch direkt an der audiomotorischen Integration beteiligt sein.
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Dass einzelne  Neuronen der thalamischen Kerne sensomotorische
Interfacestrukturen darstellen kénnen, legen Einzelzelluntersuchungen von Roth et
al. (im Druck) nahe. Bei diesen Untersuchungen wurden im posterioren, centralen
und ventralen Thalamus visuell erregbare Neuronen gefunden, welche selbst direkte
deszendierende Projektionen zum Hirnstamm aufwiesen. Einige visuell erregbare
Neuronen im centralen und ventralen Thalamus zeigten zusatzlich aszendierende
Projektionen zum Striatum und zur Amygdala. Uber ihre axonalen Projektionen
konnten diese Neuronen koordiniert pramotorische Zentren und Ubergeordnete
Steuerzentren des Vorderhirns ansteuern. Einzelne neuronale Elemente im
Thalamus konnten also visuomotorische Integrationseinheiten darstellen. Vermutlich
existieren vergleichbare Neuronentypen im Thalamus, die an der audiomotorischen
Integration beteiligt sind. Auditorisch erregbare Einzelneuronen mit deszendierenden
Projektionen zu pramotorischen Zentren und aszendierenden Projektionen zum
Vorderhirn konnten bereits im Torus semicircularis nachgewiesen werden (Luksch
1994; Walkowiak & Luksch 1994; Luksch & Walkowiak 1998).

Die thalamische Kerne konnten aul3erdem sensitiv fur Neuromodulatoren sein. Dies
legen immunohistochemische Untersuchungen nahe, die im Institut von Heike
Endepols und Harald Luksch durchgefuhrt wurden. Bei diesen Untersuchungen
wurden im Thalamus von Anuren axonale Terminalien gefunden, in denen
Leuenkephalin, Substance P, Enkephalin und Tyrosinhydroxylase (kennzeichnet
noradrenerge und dopaminerge Fasern) lokalisiert war. Interessanterweise war die
Dichte dieser Fasern im centralen Thalamus besonders niedrig und im posterioren
und ventralen Thalamus besonders hoch (Heike Endepols, personliche Mitteilung).
Zwar ist nicht genau geklart, welche Rolle Neuromodulatoren bei sensomotorischen
Integrationsprozessen spielen. Dennoch wurde eine hohe Konzentration von
Neuromodulatoren auch in anderen sensomotorischen Interfacestrukturen
beobachtet. So stellt beispielsweise der Nucleus Ilaminaris die wichtigste
audiomotorische  Interfacestruktur  im  Torus  semicircularis dar.  Bei
immunohistochemischen Untersuchungen wurde innerhalb des Torus in diesem
Kerngebiet eine besonders hohe Konzentration verschiedener Neuromodulatoren
gefunden (Luksch 1994; Walkowiak & Luksch 1994; Endepols et al. 2000). Die hohe
Konzentration von Neuromodulatoren im posterioren und ventralen Thalamus konnte
demnach ein Hinweis auf die besondere Bedeutung dieser Kerne bei
sensomotorischen Integrationsprozessen im Diencephalon sein.
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4.5.2. Sensomotorische Integration im Telencephalon

Im Telencephalon erhielt das Striatum gleichzeitig auditorische Eingange und wies
direkte efferente Projektionen zu pramotorischen Zentren, verschiedenen
sensomotorischen Interfacestrukturen und endokrinen Regulationszentren auf
(val. 4.3.1.2. und 4.3.1.3.).

Das Striatum der Anuren ist an der Verarbeitung multisensorischer Informationen
beteiligt. So wurden bei Extrazellularableitungen Antworten auf akustische, optische
und taktile Stimuli registriert (Supin & Guselnikov 1964; Gruberg und Ambros 1974;
Mudry & Capranica 1980; Birkhofer et al. 1994; Buxbaum-Conradi und Ewert 1999).
Aulerdem wurden Projektionen des Bulbus olfactorius zum Striatum beobachtet,
welche olfaktorische Informationen vermitteln konnten (Veenman et al. 1989). In der
vorliegenden Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass sensorische
Informationen unterschiedlicher Modalitaten auf der Ebene einzelner striataler
Neuronen konvergieren (vgl. 4.3.2.3.). Anders als die thalamischen Kerne erhielten
die Basalganglien jedoch keine oder nur sehr schwache direkte Eingange aus
Hirnregionen, welche dem limbischen System zuzuordnen sind und Informationen
uber den endogenen Zustand des Individuums vermitteln kdnnten. Mdglicherweise
erreichen solche Informationen das Striatum Uber polysynaptische Bahnen. So erhielt
beispielsweise der centrale Thalamus, welcher selbst starke Projektionen zum
Striatum aufwies, Eingange aus dem Hypothalamus. Ein Grofteil der striatalen
Neuronen wies bei den Tracingstudien Dendriten mit einem dichten Besatz von
Spines auf, welche integrativ arbeitende Neuronen auszeichnen (Wickens 1988;
Yuste & Denk 1995). Die Intrazellularmarkierungen zeigten aullerdem, dass sich die
Dendritenbdume einzelner, sensorisch erregbarer Neuronen Uber mehrere hundert
Mikrometer in der rostrocaudalen Ausdehnung des Gehirns und somit Uber ein relativ
grolRes Areal erstrecken. Auf der Ebene des Striatum kann also eine Konvergenz
verschiedener verhaltensrelevanter Informationen stattfinden.

Gleichzeitig zeichneten sich die axonalen Projektionen des Striatum durch eine
starke Divergenz aus. So war das Striatum mit fast allen Kerngebieten reziprok
verbunden, aus denen es afferente Projektionen erhielt. Zusatzlich steuerte es eine
Reihe von Strukturen an, Gber die es das akustisch gesteuerte Verhalten der Anuren
direkt und indirekt regulieren konnte (vgl. 4.3.1.3.). Die Einzelzellanfarbungen
zeigten, dass die starke Divergenz der efferenten Projektionen der Basalganglien
auch einzelne neuronale Einheiten charakterisiert.
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Mit Hilfe von Immunfarbungen konnten verschiedene Autoren im Striatum der Anuren
eine Reihe von Neuromodulatoren nachweisen, die vermutlich wie bei Saugern eine
wichtige modulierende Funktion bei der Informationsverarbeitung haben. In diesem
Zusammenhang spielen beispielsweise die dopaminergen Eingange aus dem
posterioren Tuberculum eine Rolle (Marin et al. 1997a). Aullerdem wurden
Substance P und Enkephalin im Striatum der Anuren nachgewiesen (Marin et al.
1998d).

Die septalen Kerne erhielten ebenfalls auditorische Eingange (vgl. 4.4.1.1.). Sie
wiesen aber keine deszendierenden Projektionen zu pramotorischen Zentren auf
(vgl. 4.4.1.2.). Die septalen Kerne stellen daher keine audiomotorischen
Integrationszentren mit einem direkten Zugang zur Motorik dar. Allerdings kdnnten
sie das akustisch gesteuerte Verhalten Uber ihre starken Projektionen zu endokrinen
Regulationszentren langfristig beeinflussen. Aulderdem kénnte das Septum laterale
uber Projektionen zum ventromedialen und posterioren Thalamus und zum Nucleus
laminaris des Torus semicircularis modulierend auf die Informationsverarbeitung in
diesen audiomotorischen Interfacestrukturen einwirken (vgl. 4.4.1.2.).

4.5.3. Schlussbetrachtung zur audiomotorischen
Integration bei Anuren

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass verschiedene thalamische
Kerne und die Basalganglien der Anuren audiomotorische Interfacestrukturen des
Vorderhirns darstellen. Diese Strukturen sind Teil eines Netzwerks von Kerngebieten,
die in ihrer Gesamtheit ein Bindeglied zwischen auditorischen Eingangen und der
motorischen Mustergenerierung bilden. Zu diesem Netzwerk zahlen aufl’erdem die
Area praeoptica anterior, verschiedene Kerne des Torus semicircularis, das
Tegmentum, der Nucleus praetrigeminalis, der Nucleus visceralis secundarius und
moglicherweise auch Stationen der niederen HOoOrbahn. Die verschiedenen
Kerngebiete sind untereinander verbunden und nicht eindeutig der sensorischen und
motorischen Seite zuzuordnen. Audiomotorische Integrationsprozesse finden
vermutlich parallel in den unterschiedlichen Kerngebieten dieses Netzwerkes statt,
wobei auch andere sensorische und nicht-sensorische Informationen bericksichtigt
werden. Es gibt demnach keine oberste Instanz, in der eine Entscheidung Uber eine
adaquate Reaktion auf eine sensorische Information aus der Aullenwelt getroffen
wird. Dennoch haben die einzelnen Interfacestrukturen im Gehirn vermutlich
unterschiedliche Aufgaben. Die Interfacestrukturen des Vorderhirns kdnnten dabei
insbesondere eine modulierende Funktion ausiben und flr eine gewisse Variabilitat
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bezlglich des akustisch gesteuerten Verhaltens der Anuren verantwortlich sein.
Zukunftige Untersuchungen an Anuren konnten helfen, grundlegende Mechanismen
sensomotorischer Integrationsprozesse im Vorderhirn von Wirbeltieren aufzuklaren.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Bedeutung der Thalamus, das
Striatum und verschiedene septale Kerne flr das akustisch gesteuerte Verhalten der
Anuren haben. Dabei stand die Frage nach audiomotorischen Integrationsprozessen
im Vordergrund. Die Untersuchungen wurden invitro an einem isolierten
Ganzhirnpraparat von Hyla versicolor und Bombina orientalis durchgefuhrt.

Anhand einer extrazellularen Kartierung von evozierten Potentialen im Diencephalon
von Hyla versicolor wurde gezeigt, dass neben dem posterioren, centralen und
anterioren Kern des dorsalen Thalamus auch der ventromediale Thalamus an der
Verarbeitung auditorischer Informationen beteiligt ist. Extrazellulare Tracingstudien
mit Neurobiotin belegten Eingange des ventromedialen Thalamus aus
vorgeschalteten Horbahnstationen. Die physiologischen und anatomischen Befunde
erlaubten eine Erweiterung des bisherigen Modells der Hérbahn der Anuren.

Die Tracingstudien zeigten, dass der posteriore und der ventromediale Thalamus die
starksten deszendierenden Projektionen zu pramotorischen Zentren und
sensomotorischen Interfacestrukturen des Hirnstamms aufweisen. Der anteriore und
centrale Thalamus waren hingegen starker mit endokrinen Regulationszentren
verbunden. Die unterschiedlichen Funktionen der thalamischen Kerne bei der
audiomotorischen Integration werden diskutiert.

Extrazellular- und Intrazellularableitungen im Telencephalon belegten, dass das
Striatum auditorische und visuelle Informationen verarbeitet. Dabei wurde erstmals
gezeigt, dass die bimodale Eingange auf der zellularen Ebene konvergieren.
Extrazellulare Tracingstudien und hier erstmals durchgefuhrte Einzelzellanfarbungen
wiesen weitreichende deszendierende Projektionen des Striatum zu pramotorischen
Kerngebieten und zu endokrinen Regulationszentren nach. Das Striatum stellt somit
eine wichtige sensomotorische Interfacestruktur im Telencephalon der Anuren dar.

Vorhergehende elektrophysiologische Untersuchungen gaben Hinweise auf
auditorische Eingange der septalen Kerne. Die hier erstmals durchgefuhrten
Tracingstudien in diesen Kerngebieten zeigten keine bedeutenden Projektionen zu
pramotorischen Zentren. Es wird diskutiert, inwiefern das Septum das akustisch
gesteuerte Verhalten von Anuren indirekt beeinflussen kann.
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Die Tracingstudien zeigten, dass das Striatum der Anuren in Subareale untergliedert
werden kann, die groRRe Ahnlichkeiten mit dem dorsalen striatopallidalen System der
Amnioten aufweisen. Ein Vergleich der Basalganglien bei Amnioten und Anuren
unter hodologischen Gesichtspunkten wird diskutiert.
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7. Anhang

Tab. | Verbindungen des posterioren Thalamus (P)
ipsilateral contralateral
Kerngebiet Afferenzen Efferenzen Afferenzen Efferenzen
(Zellen) (Terminalien) (Zellen) (Terminalien)
Gr - - - -
Mi - - - -
MP +(r) - - -
DP - - - -
LPv - - - -
LPd - - - -
MS - - - -
LS + - + -
DB - - - -
Std +(c) +(c) - +(c)
Stv +(c) +(c) - +(c)
Acc - + - -
AL - - - -
AM + ++ - +
AC - -/+ - -
Ea - +H/+++ - T
POa + + - +
Mg - ++ - T
SC +/++ ++ - +
TE - + - +
BN - + - +
Hb - +/++ - -
Ep + +++/++++ - +
NB ++ ++ - +
VL +++ +++ - ++
VM +++ ++++ + ++
A + ++ - +
C + + - +
P ++++ ++++ ++ ++
La - +++ - T
Lpd - ++++ - ++
Lpv - ++ - +
LH - -/+ - -
VH ++ I+ - -
DH - -/+ - -
TP +/++ ++ - +
NMLF ++ +++ + ++
NPC - +++ - +++
BON - +++ - ++
PtG ++/+++ ++++ + +/++
PtrG ++ ++++ + +/++
TeO ++/+++ ++/+++ + +
TI -(r) ++(c-i) +++ - ++
Tp - + - -+
Tm - ++ - -/+
Tega +++(v) +++ + ++
Tegp + ++ + +
Ip - +/++ - +
LI + ++ - -+
Ism - - - -
Visc - + - +
Fr +++ +/++ + +
Gc +/++ ++ + +
Cb - + - -
Prtr - + - -
Os - + - -
NDL - + - ++

Legende siehe Ende Anhang.
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Tab I Verbindungen des centralen Thalamus (C)
ipsilateral contralateral
Kerngebiet Afferenzen Efferenzen Afferenzen Efferenzen
(Zellen) (Terminalien) (Zellen) (Terminalien)

Gr - - - -
Mi - - - -

MP + +(r) + -
DP - - - -

LPv - ++ - -/+

LPd - + - -

MS - ++(c-i) - +(c)
LS + ++(c) +(r) + -[+
DB - +++(C) +(r) - +H(C)*(r)

Std ++(c) +(r) ++++ - +(c)

Stv ++(c) +(r) ++++ - +(c)

Acc - +++ - -
AL - + - +

AM - ++ - +

AC - ++ - +
Ea - ++ - T

POa - +++(r)++(c) - +++(r) +(c)
Mg - ++(d) - +
SC A+ ++(NP) +(KG) - +
TE - + - -
BN - ++ - -
Hb - - - -
Ep ++++ ++++ - +
NB - ++ - -
VL +/++ +/++ -

VM +/++ ++ +(c-i) -
A ++(c) -(r) +/++ - -
C ++++ ++++ - +
P ++ ++ + -
La ++ ++++ - +

Lpd + ++ - +(d)

Lpv ++ ++++ R N
LH - ++ - +

VH ++(r) ++++ +(r) ++
DH + - -
TP ++(v)+(d) + - -

NMLF - ++

NPC - +++ - -

BON - ++(NP) - -

PtG +++ ++++ + +

PtrG ++ +++ + -

TeO ++ ++/+++ - +
TI +++ ++ -

Tp + + - -

T™m + ++ - +

Tega ++/+++(d) ++(d) +(v) - +
Tegp +/+++(d) ++(d) +(v) - +(d)
Ip - - - -
LI -+ ++/+++ - -

Ism - - - -

Visc ++/+++ ++ + -
Fr + - - .
Gc + - - -
Cb - - - -

Prtr - - - -
Os ++ ++ - -
NdI - - - -

Legende siehe Ende Anhang.
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Tab. Il Verbindungen des anterioren Thalamus (A)
ipsilateral contralateral
Kerngebiet Afferenzen Efferenzen Afferenzen Efferenzen
(Zellen) (Terminalien) (Zellen) (Terminalien)

Gr - + - -
Mi - + - -
MP + +++ + +
DP - +/++ - +
LPv -/+ - - -
LPd - + - +
MS - + - -
LS ++ +4+/+++ + ++
DB - ++ - +
Std - -/+ - -
Stv - -+ - -
Acc + ++ - -
AL -/+ - - -
AM - +/++(NP) - +(NP)
AC - - - -
Ea i ++(0) +() - +(e)-(0)

POa -/+ ++ - +
Mg + ++ - +
SC ++ ++/+++ + +
TE - - - -
BN -/+ ++ - -

Hb ++ ++ - R
Ep +++ ++++(r) +++(c) - ++(r) +(c)
NB + ++++ + ++
VL ++ ++ +(d) -
VM ++ ++ +(c) -

A ++++ ++++ + +/++

C + + - -

P ++ ++(KG) + -
La ++(r) +(c) +4+(r) ++(c) ++(1) +(c)
Lpd - ++ - +
Lpv - ++ - +
LH - +/++ - +
VH ++ +(KG) ++(NP) - +(1) ()
DH + +(NP) - -
TP +(d) +++(v) ++/+++ + +

NMLF + ++ ¥ .
NPC - ++ - ++
BON - e - "
PtG ++++ +++ +++ +
PtrG + - - -
TeO +/++ ++ - +

TI +/++ ++ + ++
Tp - - - -
Tm + - - -

Tega + +/++ + -+
Tegp +++(v) +/++ + -

Ip - - - -

LI - + - -
Ism - - - -
Visc - + - -

Fr + - -
Gce + - + -
Cb - - - -
Prtr - - - -
Os - + - -
NDL - - - -

Legende siehe Ende Anhang.
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Tab. IV Verbindungen des ventromedialen Thalamus (VM)
ipsilateral contralateral
Kerngebiet Afferenzen Efferenzen Afferenzen Efferenzen
(Zellen) (Terminalien) (Zellen) (Terminalien)
Gr - - - -
Mi - - - -
MP ++(r) -/++(r) +(r) -/+(r)
DP - -/+(r) -
LPv - - - -
LPd - - -
MS - + - +
LS ++(i-r) +(c) ++ +(i-r) +
DB - + - +
Std ++(c-i) -I+(c) - -
Stv ++(c-i) -/+(c) - -
Acc +/++ +/++ - -
AL - - - -
AM + ++ - +/++
AC + +/++ - -
Ea - ++/+++ - +
POa +/++(r) ++ +(r) +
Mg +(d) ++/+++(d) - -
SC ++ ++ + _
TE - ++ - +
BN - ++ - +
Hb - - - -
Ep + ++/+++ - -[++
NB - ++ - -[++
VL ++++ ++++ -/+ -[++
VM ++++ ++++ -+ -[++
A -[++ ++/+++ - -[++
C -/+ + - -
P +++ +++ ++ -[++
La - +(C)+++(r) - -/++
Lpd - +++ - -+
Lpv - -[++ - -
LH - + - +
VH ++H{)+(C) ++(r) -/+(c) I -
DH - - - -
TP ++/+++(v)+/++(d) ++(d) +(v) + -
NMLF +/++ ++/+++ + -[++
NPC - ++ - +
BON - +++ - -+
PtG +/+++ ++/+++ -[++ -+
PtrG +/++ +/+++ -/+ -+
TeO + ++ -+ +
Tl +4+/+++ ++++ -1+ +
Tp -[++ +/++ - -/+
m -/+ +H++ - -
Tega ++/+++ +++/++++ +/++ +
Tegp +/++ ++/+++ -+ +
Ip - -/++(NP) - -
LI - ++ - -+
Ism - - - -
Visc - - - -
Fr +/++ ++ -+ -
Gce ++ ++ -+ -[++
Cb - - - -
Prtr - I+ - -
Os - -/++(NP) - -/+(NP)
Ndl - - - -

Legende siehe Ende Anhang.
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Tab. V

Afferente und efferente Verbindungen des rostralen Striatum

ipsilateral

contralateral

Kerngebiet

Afferenzen
(Zellen)

Efferenzen
(Terminalien)

Afferenzen
(Zellen)

Efferenzen
(Terminalien)

Gr

+

Mi

+

MP

+|+ [+

DP

LPd

+

LPv

++

MS

LS

DB

Std

+++(r) (i) +(c)

++++

Stv

+++(r) (i) +(c)

++++

Acc

AL

AM

-(r) ++(c)

AC

Ea

++

POa

Mg

SC

TE

BN

Hb

Ep

NB

VL

VM

A

C

P

La

Lpd

Lpv

LH

VH

DH

TP

NMLF

NPC

NPM

BON

PtG

PtrG

TeO

Tl

Tp

Tm

Tega

Tegp

Ip

LI

Ism

Visc

Fr

Gc

Cb

Prtr

Os

Ndl

Legende siehe Ende Anhang.
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Tab. VI Afferente und efferente Verbindungen des caudalen und intermedidren Striatum
ipsilateral contralateral
Kerngebiet Afferenzen Efferenzen Afferenzen Efferenzen
(Zellen) (Terminalien) (Zellen) (Terminalien)
Gr - + - -
Mi - + - -
MP + - - -
DP - - - -
LPd - + - -
LPv + ++ - +
MS - - - -
LS - - - -
DB - - - -
Std ++++ ++++ +(c) ++(c) +(r)
Stv ++++ ++++ +(c) ++(c) +(r)
Acc - ++ - -
AL - ++ - -+
AM - -/+(r) +++(c) - -/+(r) +++(c)
AC - ++ - -/+
Ea - +++ - ++
POa - +/++ - T
Mg - + - +
SC - + - -
TE - - - -
BN - - - -
Hb - - - -
Ep - ++/+++ - +
NB - - - -
VL - + - -
VM - +(r) ++(c) - =(r) +(c)
A - - - -
C ++++ ++ - -
P - ++ - -
La +++ ++ - -
Lpd - + - -
Lpv - ++ - -
LH - ++ - ++
VH +(r) -(c) ++(r) -(c) - +(r) -(c)
DH - + - I+
TP + +++ - ++
NMLF + ++ - +
NPC - - - -
NPM - +++ - +
BON - ++ - +
PtG - ++ - -
PtrG - +++/++++ - -
TeO - + - +
TI + ++ - +
Tp - + u -
m - + - -
Tega - +++/++++ - ++
Tegp - +++/++++ - +
Ip - - - -
LI - + - -
Ism - - - -
Visc - - - -
Fr - +++(d) - -
Gc - - - -
Cb ++++ ++++ + +/++
Prtr - +++ - -
Os - + - -
Ndl - - - -

Legende siehe Ende Anhang.
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Tab. VI Verbindungen des Septum laterale (LS)
ipsilateral contralateral
Kerngebiet Afferenzen Efferenzen Afferenzen Efferenzen
(Zellen) (Terminalien) (Zellen) (Terminalien)
Gr - ++ - -
Mi - - - -
MP ++ ++ -/+(c-i) -
DP - - - -
LPd - - - -
LPv -/+ - - -
MS - ++ - -
LS +++ ++++ - +
DB - ++++ - -
Std - +(c) - -
Stv - +(c) - -
Acc ++ ++ - -
AL -/+ - -/+ -
AM + ++(KG) +++(NP) + ++(KG) ++(NP)
AC - - - -
Ea - +(c) - +(c)
POa +(d) +++ +(d) ++
Mg + ++ - +
SC + +++ - ++
TE - + - +
BN - + - +
Hb - ++ - -
Ep - ++ - +
NB - ++ - -
VL - + - R
VM ++(c) +H{n)++(c) +(c) -(1+(c)
A ++ ++ ++ +
C - + - -
P - + - +
La - ++(r) - -
Lpd - - - -
Lpv - - - -
LH - +++ - ++/+++
VH + +++(NP) + ++(NP)
DH + +++(NP) + ++(NP)
TP ++ +/++ ++ +
NMLF + - - -
NPC - - - -
BON - - - -
PtG - - - -
PtrG - - - -
TeO - - - -
Tl - + - -/+
Tp - - - -
m - - - -
Tega - - - -
Tegp - - - -
Ip - - - -
LI - - - -
Ism - - - -
Visc - - - -
Fr + - - .
Ge - - - -
Cb - - - -
Prtr - - - -
Os - - - -
Ndl - - - -

Legende siehe Ende Anhang.
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Tab. VI Verbindungen des Septum mediale (MS)
ipsilateral contralateral
Kerngebiet Afferenzen Efferenzen Afferenzen Efferenzen
(Zellen) (Terminalien) (Zellen) (Terminalien)

Gr ++ ++ - -
Mi + + - -
MP ++++ +4+/+++ +(c) +
DP ++ + - -
LPv +(c) + - -
LPd + + - -
MS ++++ ++++ + +
LS + +(r) ++(c) - -
DB +(c) +++(r) ++++ - +
Std - +(c) - -
Stv - +(c) - -
Acc ++/+++ +4+/+++ - -
AL +/++ - - -
AM ++/+++(v) ++(KG)++++(NP) +(v) +(KG)++++(NP)
AC +/++ - -/+ -
Ea -+ ++(c) - ++(c)

POa +(r) ++/+++(c) ++(KG) ++++(NP) + +(KG) ++/+++(NP)
Mg ++ +++ - ++

SC ++ +(KG) +++(NP) + +(KG) ++/+++(NP)
TE - +++ - +

BN +++ - +

Hb + ++ - -

Ep - - - -

NB - - - -

VL - - - -

VM +(ganz c¢) - +(ganz c¢) -

A +++ - + -

C ++(c) - ++(c) -

P - - - -
La - - - -
Lpd - - - -
Lpv - - - -
LH +(d) ++ +(d) +
VH + ++ + +
DH ++ +++ - ++
TP ++ +(d) +/+++(v) + +/++(v)

NMLF -/++ - -/+ -
NPC - - - -
BON - - - -
PtG ++ - ¥ :
PtrG - - - -
TeO - - - -

Tl - - - -
Tp - - - -
Tm - - - -

Tega +(d) - +(d) -
Tegp *(v) - *(v) -

Ip - - - -
LI - - - -
Ism - - - -

Visc + - - -

Fr +++ (N. raphes) - ++ (N. raphes) -
Gce + - - -
Cb - - - -
Prtr - - - -
Os - - - -
Ndl - - - -

Legende siehe Ende Anhang.

193




ANHANG

Tab. IX Verbindungen des Kerns des Diagonales Bandes von Broca (DB)
ipsilateral contralateral
Kerngebiet Projektionen  aus | Projektionen zum | Projektionen aus | Projektionen zum
dem DB DB dem DB DB
(Zellen im DB) (Axonale (Zellen im DB) (Axonale
Terminalien im DB) Terminalien im DB)
MP ++ ++++ - +(c)
MS +(c) +++(r) ++++ - +
LS - ++++ - -
Str (r) - - - -
Str (c-i) - - - -
POa ++ ++++(c) ++(r) + ++(c) -(r)
VM - + - +
A - ++ - +
c - ++(c) +(r) - ++(ep (1)
P - - - -
Legende:
+ sehr geringe Dichte der Zellen und Terminalien
++ geringe Dichte der Zellen und Terminalien
+++ hohe Dichte der Zellen und Terminalien
++++  sehr hohe Dichte der Zellen und Terminalien
c caudaler Bereich des Kerngebietes
i intermediarer Bereich des Kernegbietes
r rostraler Bereich des Kerngebietes
v ventraler Bereich des Kerngebietes
d dorsaler Bereich des Kerngebietes
KG Somata des Kerngebietes
NP Neuropil des Kernbereiches
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8. Abkiurzungsliste

Das Abkurzungsverzeichnis gibt die Fachtermini der verwendeten Abklrzungen an.

Bei Kerngebieten, bei denen wegen einer besseren Lesbarkeit im Text andere

Bezeichnungen verwendet wurden, sind diese zusatzlich aufgelistet.

Abkurzung | Fachterminus im Text verwendete
Bezeichnung
1 Nucleus nervi oculomotorii
\% Nucleus nervi trochlearis
Vm Nucleus motorius nervi trigemini
N. Il Nervus opticus
N. V Nervus trigeminus
N. VII Nervus facialis
N. VIII Nervus stato-acusticus
N. IX Nervus glossopharyngeus
N. X Nervus vagus
N. Xl Nucleus hypoglossus
A Nucleus anterior thalami anteriorer Thalamus
Acc Nucleus accumbens
AC Amygdala pars centralis centrale Amygdala
AL Amygdala pars lateralis laterale Amygdala
AM Amygdala pars medialis mediale Amygdala
BN Bed Nucleus der pallialen Kommissur
Bo Bulbus olfactorius
BON Basaler optischer Nucleus
C Nucleus centralis thalami centraler Thalamus
Ca Nucleus caudalis
Cb Nucleus cerebelli
Cer Cerebellum
DB Nucleus des Diagonalen Bandes von
Broca
DH Nucleus hypothalamicus dorsalis dorsaler Hypothalamus
DP Pallium dorsale
Ea Nucleus entopeduncularis anterior
Ep Nucleus entopeduncularis posterior
Fr Formatio reticularis
Gc Griseum centrale
Gr Granularzellschicht des Bulbus
olfactorius
Hb Nucleus habenularis Habenula
Ip Nucleus interpeduncularis
Ism Nucleus isthmi
La Nucleus lateralis thalami, pars anterior | anteriolateraler Thalamus
LH Nucleus hypothalamicus lateralis lateraler Hypothalamus
LI Nucleus lemnisci lateralis
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Lemniscus lateralis

LPd Pallium laterale, pars dorsale dorsales Pallium laterale
Lpd Nucleus lateralis thalami, pars posterodorsaler lateraler
posterodorsalis Thalamus
LPv Pallium laterale, pars ventrale ventrales Pallium laterale

Lpv Nucleus lateralis thalami, pars posteroventralerer lateraler
posteroventralis Thalamus
LS Septum laterale
Mg Nucleus praeopticus magnocellularis
Mi Mitralzellschicht des Bulbus olfactorius
MP Pallium mediale
MS Septum mediale
NB Nucleus Bellonci
NDL Nucleus dorsolateralis
NMLF Nucleus fasciculi longitudinalis medialis
NPC Nucleus der posterioren Kommissur
OS Oliva superior
P Nucleus posterior thalami posteriorer Thalamus
Pa Papilla amphibiorum
Pb Papilla basilaris
POa Nucleus praeopticus anterior Area praeoptica anterior
Prtr Nucleus praetrigeminalis
PtG praetectales Grau
PtrG praetorales Grau
SC Nucleus suprachiasmaticus
Std Striatum dorsale
Str Striatum
Stv Striatum ventrale
TE Eminentia thalami
TeO Tectum opticum
Tega anteriores Tegmentum
Tegp posteriores Tegmentum
Tel Telencephalon
Tl Torus semicircularis, Nucleus laminaris
Tm Torus semicircularis, Nucleus
magnocellularis
Tp Torus semicircularis, Nucleus principalis
TP Tuberculum posterius posteriores Tuberculum
Ts Torus semicircularis
VH Nucleus hypothalamicus ventralis ventraler Hypothalamus
Visc Nucleus visceralis secundarius
VL Nucleus thalami ventrolateralis ventrolateraler Thalamus
VM Nucleus thalami ventromedialis ventromedialer Thalamus
v(Q Ventriculus quartus
vq Ventriculus tertius
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Bedeutung der Thalamus, das
Striatum und verschiedene septale Kerne fur das akustisch gesteuerte Verhalten der
Anuren haben. Dabei stand die Frage nach audiomotorischen Integrationsprozessen
im Vordergrund. Die Untersuchungen wurden invitro an einem isolierten
Ganzhirnpraparat des Grauen Laubfroschs (Hyla versicolor) und der Chinesischen
Rotbauchunke (Bombina orientalis) durchgefuhrt. Akustische Signale wurden durch
eine elektrische Stimulation des posterioren Astes des Nervus stato-acusticus
(N. VIII) simuliert. Bei einigen Experimenten im Striatum wurde au3erdem der Nervus
opticus (N. Il) gereizt.

Anhand der extrazellularen Registrierung evozierter Potentiale im Diencephalon
wurde untersucht, welche thalamischen Kerne auditorische Eingange erhalten. Es
konnte gezeigt werden, dass neben dem posterioren, centralen und anterioren Kern
des dorsalen Thalamus auch der ventromediale Thalamus an der Verarbeitung
auditorischer Informationen beteiligt ist. Extrazellulare Tracingstudien mit dem
neuronalen Marker Neurobiotin belegten Eingéange des ventromedialen Thalamus
aus vorgeschalteten Horbahnstationen. Die physiologischen und anatomischen
Befunde erlaubten eine Erweiterung des bisherigen Modells der aufsteigenden
Horbahn der Anuren.

Die extrazellularen Tracingstudien zeigten auflerdem, dass die vier untersuchten
thalamischen Kerne unterschiedlich starke deszendierende Projektionen zu
pramotorischen Zentren und endokrinen Regulationszentren aufweisen. Die Funktion
dieser thalamischen Kerne bei der audiomotorischen Integration wird diskutiert.

Extrazellular- und Intrazellularableitungen im Telencephalon belegten, dass das
Striatum auditorische und visuelle Informationen verarbeitet. Dabei wurde erstmals
gezeigt, dass bimodale Eingange auf der =zellularen Ebene konvergieren.
Extrazellulare Tracingstudien und Einzelzellanfarbungen mit Neurobiotin wiesen
weitreichende deszendierende Projektionen des Striatum zu pramotorischen Zentren
und endokrinen Regulationszentren nach, welche das akustisch gesteuerte
Verhalten der Anuren direkt und indirekt beeinflussen kdnnen. Das Striatum stellt
somit eine wichtige sensomotorische Interfacestruktur im Telencephalon der Anuren
dar. Bei erstmals durchgeflihrten Tracingstudien im Septum laterale und im Septum
mediale wurden hingegen keine Projektionen 2zu pramotorischen Zentren
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nachgewiesen. Es wird diskutiert, inwiefern das Septum das akustisch gesteuerte
Verhalten von Anuren indirekt beeinflussen konnte.

Ein Vergleich der Verbindungen des Striatum der Anuren mit den Basalganglien der
Amnioten unterstutzt die Hypothese, dass das bei Anuren ein dorsales
striatopallidales System existiert, welches groe Ahnlichkeiten mit dem der Amnioten
aufweist.

Abstract

The aim of this study was to investigate the role of the thalamus, striatum, and
different septal nuclei for the acoustically guided behaviour in anurans, with a focus
on the mechanisms of audiomotor integration. Experiments were performed in vitro,
using an isolated brain preparation of the grey tree frog (Hyla versicolor) and the
Chinese fire-bellied toad (Bombina orientalis). Acoustic signals were simulated by
electrical stimulation of the posterior branchelet of the vestibular-auditory nerve
(N.VIII). In some experiments in the striatum, the optical nerve (N.IlI) was electrically
stimulated as well.

Using extracellular recording of evoked potentials, dorsal and ventral thalamic nuclei
were mapped according to their responses after auditory nerve stimulation. It could
be shown that, additional to the posterior, central, and anterior thalamic nuclei, also
the ventromedial thalamus processes auditory information. Extracellular tracing
studies with the neuronal marker Neurobiotin revealed afferents of the ventromedial
thalamus from lower auditory nuclei. The physiological and anatomical data add a
new component to the current model of the ascending auditory system. Furthermore,
extracellular tracing studies demonstrated that the four thalamic nuclei send
descending projections of different strengths to premotor and endocrine regulatory
nuclei. The role of these thalamic nuclei for audiomotor integration is discussed.

Extracellular and intracellular recordings in the telencephalon revealed that the
striatum processes auditory and visual information. It was demonstrated for the first
time that auditory and visual inputs converge on the same striatal neurons.
Extracellular and intracellular labeling studies with neurobiotin in the striatum yielded
far-reaching descending projections to nuclei which may modify acoustically guided
behavior directly or indirectly. Thus the anuran striatum represents an important
sensomotor interface n the anuran telencephalon. In contrast, tracing studies
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conducted for the first time in the lateral and medial septum showed that these nuclei
do not project to premotor areas. The possibility of an indirect influence of septal
nuclei on the acoustically guided behaviour is discussed

A comparison of connections of the anuran striatum with those of the aminiote basal
ganglia supports the hypothesis that a dorsal striatopallidal system exists in anurans,
which is similar to its amniote counterpart.
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