Aus dem Centrum fur Anatomie, Institut fur Integrative Neuroanatomie,
Abteilung Elektronenmikroskopie und Molekulare Neuroanatomie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Die laterale Habenula -

Unterkernspezifische Projektionen zur Dorsalen Raphe

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Katja Schneider

aus Jena

Datum der Promotion: 14.02.2014






Abstract (deutsch)

Hintergrund: Der laterale Habenularkomplex (LHb) ist Teil des Rewardsystems und
damit fUr die Steuerung einer Vielzahl von Verhaltensweisen mitverantwortlich. Er ist mit
allen wichtigen neuronalen Mel3- und Steuerzentren der korpereigenen Homoostase
wie dem Hypothalamus und verschiedenen Hirnstammkernen verbunden. Im LHb las-

sen sich morphologisch zehn Unterkerne abgrenzen.

Methoden: Mittels neuronaler Tract-Tracing-Versuche im Rattenhirn sollte hier die Fra-
ge geklart werden, ob die Projektionen des lateralen Habenularkomplexes zur Dorsalen
Raphe eher diffus in beiden Hirnstrukturen verteilt oder unterkernspezifisch organisiert
sind. Diese Daten wurden mit den Ergebnissen anderer Studien zu den hypothalami-

schen und preoptischen Afferenzen zum lateralen Habenularkomplex verglichen.

Ergebnisse: Auch die DR ist heterogen aufgebaut. Nach lichtmikroskopischen Kriterien
lassen sich zehn Subareale mit unterschiedlicher Zellmorphologie sowie unterschiedli-
cher Expression von Neurotransmittern und Neuromodulatoren unterscheiden.

Die Axone aus dem lateralen (LHbL) und dem medialen (LHbM) Anteil des LHb enden
in verschiedenen Arealen der DR. Axone aus dem LHbL enden in der ventrolateralen
DR sowie im intermediomedianen Bereich der DR. Axone aus dem LHbM finden sich
hingegen fast in der gesamten DR mit Schwerpunkt auf den kaudalen und dorsolatera-

len Anteilen.

Die retrograden Studien zeigen, dass nicht alle Unterkerne des LHb in gleichem Aus-
mald zur DR projizieren. Insgesamt stammen die meisten Neurone aus dem zentralen,
dem parvozellularen, und dem anterioren Unterkern des LHbM sowie dem magnozellu-
laren Unterkern des LHbL, wobei diese in unterschiedlichem Ausmal} in die einzelnen
Subareale der DR projizieren. Verhaltnismafig viele Projektionen stammen auch aus
dem marginalen Unterkern des LHbM, weniger aus dem superioren und dem basalen,
sehr wenige aus dem ovalen Unterkern. Im parvozellularen und marginalem Unterkern
des LHbL lieRen sich nur vereinzelt retrograd markierte Neurone nachweisen.

Schlussfolgerung: Sowohl die hodologischen Daten dieser Arbeit als auch die bekann-
ten Daten zu den Afferenzen vom Hypothalamus und der preoptischen Region zeigen,
dass die Projektionen des LHb unterkernspezifisch organisiert sind. Auch die Tatsache,

dass die Subareale des LHb mit unterschiedlicher Sensitivitat auf dopaminerge Stimula-



tion reagieren, legt eine funktionelle Bedeutung der Unterkerne nahe. Die Analyse der
hodologischen Daten unter Beachtung der spezifischen Verteilung bestimmter Neuro-
transmitter und Neuromodulatoren in den einzelnen Subarealen erlaubt Ruckschlissen
auf verschiedene Funktionskreise in den einzelnen Hirngebieten und deren mdgliche
gezielte Beeinflussbarkeit. Derartige Daten bilden einen Teil der Grundlage auf deren
Basis die Entwicklung neuer, nebenwirkungsarmerer Pharmaka oder niedrigdosierter
Pharmakakombinationen zur Anxiolyse oder Therapie von Depressionen und Abhangig-

keit vorangetrieben werden kann.

Schlagwaérter: Habenula, Dorsale Raphe, Subnuclei, Tract Tracing, Belohnungssystem



Abstract (english)

Background: The habenula is part of the brain reward system and modulates many
biological behaviours. It is connected with the hypothalamus and several brain stem
nuclei and serves as a relay between reward system and homoeostatic systems. Ten
subnuclei can be distinguished in the lateral habenular complex (LHb) by light micro-

scopical criteria.

Methods: Neuronal tract tracing studies aimed to clearify the distribution of habenular
efferents to the dorsal raphe nucleus (DR) considering their subnuclear organisation.
These data were compaired with results from studies of diencephalic afferents to the
LHb.

Results: Axons from the lateral (LHbL) and the medial (LHbM) part of the LHb termi-
nate in different areas of the DR. These areas differ in neuronal morphology and con-
tent of neuromarkers. Not all subnuclei of LHb similary contribute to the efferents to the
DR. Most projection neurons reside in the central, the parvocellular and the anterior
subnucleus of the LHbM. Their axons terminate in individual areas of the DR. Many pro-
jections originate in the marginal subnucleus of the LHbM, less in the superior or basal
subnucleus and very few in the oval subnucleus. The parvocellular and the marginal
subnuleus oft he LHbL only send scarce projections to the DR.

Conclusions: The results of this study as well as those of the hypothalamic afferents
prove that the projections of the LHb show a subnuclear pattern. The subnuclei of the
LHb possess different sensitivities to dopaminergic stimulation as demonstrated in re-
cent studies. Hence a functional importance of those subnuclei is likely. In summary the
combined analysis of the present hodological data considering the subnuclear organisa-
tion and specific distribution of neurotransmitters and neuromodulators may provide a
more specific view on neuronal loops, their possible functions and interactions. Such
data will help in the development of novel drugs for anxiolysis or treatment of depres-

sion and dependence.

Keywords: habenula, dorsal raphe nucleus, tract tracing, reward



Inhaltsverzeichnis

1.

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

2.1
2.2

2.3

Einleitung
Das Rewardsystem steuert unser Verhalten
Neuroanatomische Korrelate des Rewardsystems

1.2.1 Das dopaminerge System als Ubermittler hedonistischer

Emotionen

1.2.2 Der laterale Habenularkomplex vermittelt negativen Reward durch
Inhibition dopaminerger Neurone

1.2.3 Der Einfluss des serotoninergen Systems auf Rewardmechanismen

1.2.4 Der Einfluss des lateralen Habenularkomplexes auf das

serotoninerge System ist nicht abschlie3end geklart

Funktionelle und anatomische Verbindungen zwischen dem lateralen

Habenularkomplex und dem serotoninergen System
Anatomie und Phylogenese der Habenula

Afferenzen und Efferenzen des lateralen und medialen

Habenularkomplexes

Das serotoninerge System

1.6.1 Nomenklatur des serotoninergen Systems
1.6.2 Anatomie und Lage der Dorsalen Raphe
1.6.3 Projektionen der Dorsalen Raphe
Fragestellung der Arbeit

Material und Methoden

Versuchstiere und Haltungsbedingungen
Substanzen
Tracing-Experiment

2.3.1 Tracer-Injektion

11

11

11

12

13

15

15
18

21

23
23
23
24
25
28
28
28
29

29



24

2.5

2.6

2.7

3.1

2.3.2 Herstellung der Mikropipetten

2.3.3 Anterogrades Tracing

2.3.4 Retrogrades Tracing

2.3.5 Gewebefixation

2.3.6 Entnahme der Gehirne, Kryoprotektion und Sektionierung

Immunhistochemische Darstellung der Tracer, Neurorezeptoren und

Transmitter

2.4.1 Vorbehandlung

2.4.2 Auftragen der Erstantikorper

2.4.3 Auftragen der Zweitantikorper

2.4.4 \Visualisierung mittels der Elite-ABC-Methode
Beschichtung der Objekttrager

Referenzfarbungen

2.6.1 Kresylviolett-Farbung

2.6.2 Kluver-Barrera-Farbung

Dokumentation und Auswertung

2.7.1 Lichtmikrospkopie, graphische und photographische

Dokumentation und Bildverarbeitung

2.7.2 statistische Betrachtungen und Auswertung
Ergebnisse

Die Morphologie und Zytoarchitektur der Dorsalen Raphe

3.1.1 In der Dorsalen Raphe lassen sich zehn Subareale morphologisch

abgrenzen
3.1.1.1 Der rostrale Unterkern der Dorsalen Raphe
3.1.1.2 Der interfaszikuldre Unterkern der DR

3.1.1.3 Der ventromediale Unterkern der DR

30
30
30
31

32

33
34
35
35
35
36
36
38
38

39

39
39
46

46

47
47
48

50



3.2

3.3

3.1.1.4 Der ventromediane Unterkern der DR

3.1.1.5 Der intermediomediane Unterkern der DR
3.1.1.6 Der dorsomediane Unterkern der DR

3.1.1.7 Der dorsolaterale Unterkern der DR

3.1.1.8 Der intermediolaterale Unterkern der DR
3.1.1.9 Der ventrolaterale Unterkern der DR

3.1.1.10 Der caudale Unterkern der Dorsalen Raphe

Darstellung der Projektionen des lateralen Habenularkomplexes zum

Mesencephalon mittels anterogradem Tract-Tracing

3.2.1 Die Projektionen des medialen Anteils des lateralen

Habenularkomplexes (LHbM) zum Tegmentum mesencephali

3.2.2 Die Projektionen des lateralen Anteils des lateralen

Habenularkomplexes (LHbL) zum Tegmentum mesencephali

Darstellung der Projektionen des lateralen Habenularkomplexes zur
Dorsalen Raphe mittels retrograden Tract-Tracing

3.3.1 Injektionen in die rostrale Zone der Dorsalen Raphe
3.3.2 Injektionen in die kaudale Zone der Dorsalen Raphe
3.3.3 Injektionen in die Zentrale Zone der Dorsalen Raphe

3.3.3.1 Der Dorsomediane Unterkern der DR als

Hauptinjektionsort

3.3.3.2 Der Intermediomediane Unterkern der DR als

Hauptinjektionsort

3.3.3.3 Der Ventromediane und Ventromediale Unterkern der DR

als Hauptinjektionsorte
3.3.4 Injektionen in die laterale Dorsale Raphe
3.3.5 Kontrolluntersuchungen

3.3.6 Zusammenfassung der Retrograden Ergebnisse

51
52
53
54
55
56

57

64

65

66

71

71

73

74

74

76

77

80

82

83



4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

Diskussion

Methodologische Aspekte bei der Analyse von Projektionssystemen

mittels Tract-Tracing

4.1.1 Vor- und Nachteile der verwendeten Tracing-Methoden
4.1.1.1 Das Problem der fibers of passage

Interpretation der Ergebnisse — Inhaltliche Uberlegungen

Die Interpretation der Tracing-Ergebnisse erfordert eine detaillierte

Kenntnis der Dorsalen Raphe
4.3.1 Die Dorsale Raphe ist heterogen aufgebaut
4.3.2 Die Projektionen der DR sind topographisch geordnet

4.3.3 Kombinierte Analysen ermdglichen Rickschlisse auf lokale

Funktionskreise in der Dorsalen Raphe
Die Organisation der Efferenzen des LHb

4.4.1 Der LHbM und der LHbL projizieren in unterschiedliche Kerngebiete

des Mesencephalons

4.4.2 LHbM und LHbL projizieren zu unterschiedlichen Gebieten in der
DR

4.4.3 Unterkernspezifische Projektionen des lateralen

Habenularkomplexes

4.4.3.1 Nicht alle Unterkerne des lateralen Habenularkomplexes

projizieren im gleichen Umfang zur Dorsalen Raphe

4.4.3.2 Unterkernspezifische Projektionen des lateralen

Habenularkomplexes zu andern Raphe-Kernen

4.4.3.3 Unterkernspezifische Projektionen der hypothalamischen

und preoptische Gebiete zum lateralen Habenularkomplex

Zusammenfassung der Ergebnisse und Beantwortung der

Fragestellung

Ausblick

95

95
96
97

99

99
100

103

105

108

108

110

111

111

113

113

114

116



© © N o o

11.
12.

Abkirzungsverzeichnis
Abbildungsverzeichnis
Tabellenverzeichnis
Literaturverzeichnis
Publikationen
Danksagung
Eidesstattliche Erklarung

Lebenslauf

10

122
126
128
129
143
144
145
146



1. Einleitung

1.1 Das Rewardsystem steuert unser Verhalten

Das Verhalten von Lebewesen ist darauf ausgerichtet, sowohl das Uberleben des Indi-
viduums, als auch das Fortbestehen der eigenen Art durch die Aufrechterhaltung der
korpereigenen Homoostase und die Weitergabe von Erbmaterial zu sichern. Im Laufe
der Evolution haben sich immer komplexere Mechanismen entwickelt, um das Verhalten
von Lebewesen sinnvoll zu steuern und den Fortbestand der Art zu garantieren.
Schmerzhafte oder potenziell bedrohliche Sinnesreize I6sen als Warnzeichen drohen-
der Eigenverletzung verschiedene Schutzreflexe aus, welche immer nach den gleichen
Antwortmechanismen ablaufen. Beispielsweise fuhrt die Berihrung der Cornea durch
einen Luftsto3 oder einen Fremdkdrper unmittelbar zum unwillkirlichen Schliel3en der
Augen. Die meisten unserer Verhaltensweisen sind jedoch komplexer und lassen sich
nicht Uber einfache Reflexbogen erklaren. Das hatte schon Jeremy Bentham (engli-
scher Philosoph und Sozialreformer, 1748 bis 1832) Ende des 17. Jahrhunderts erfasst,

als er in seinem Werk ,Principles of Morals and Legislation” schrieb:

,Nature has placed mankind under the governance of two sovereign masters, pain and
pleasure. It is for them alone to point out what we ought to do, as well as to determine

what we shall do*“

Tatsachlich ist das Rewardsystem des Gehirns, welches flir das Empfinden von Lust
und Belohnung verantwortlich ist, einer der wichtigsten Verhaltensmotoren. Biologisch
sinnvolle Verhaltensweisen wie Essen, Trinken oder sexuelle Fortpflanzung werden
mit dem Empfinden angenehmer Emotionen ,belohnt” und deshalb wenn moglich wie-
derholt. Reward ist somit die Grundlage fur motiviertes oder appetitives Lernen, aber

auch fir das Entstehen von Sucht und Abhangigkeit.

1.2 Neuroanatomische Korrelate des Rewardsystems

Wahrend die subkortikalen neuronalen Bestandteile und Mechanismen des Reward-
systems bereits recht gut untersucht wurden, sind die kortikalen Komponenten bisher

weniger gut verstanden und weiterhin Gegenstand aktueller Forschung.
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1.2.1  Das dopaminerge System als Ubermittler hedonistischer Emotionen

Die Aktivierung des dopaminergen Systems spielt eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung von Belohnungsgefuhlen. Die dopaminergen Neurone der Area tegmenta-
lis ventralis (VTA) und der Substantia nigra (SN) des Mittelhirns werden durch (uner-
wartete) primare Belohnung (z.B. Futter/Essen) oder das Auftreten eines konditionier-
ten Reizes, welcher eine Belohung ankundigt, aktiviert (Abrams, et al., 2004; Elliott, et
al., 2000; Ljungberg, et al., 1992; Schultz, 1997; Schultz, 1998; Schultz, et al., 1993;
Schultz, et al., 1993; Schultz, et al., 1992). Ihre Axone ziehen Uber das mediane Vor-
derhirnblndel (medial forebrain bundle, mfb; Fasciculus telencephalicus medialis) zum
Nucleus accumbens (Acb) und fuhren dort zu einer erh6hten Dopaminausschuttung
(Elliott, et al., 2000; Schultz, 1997; Schultz, et al., 1993; Stern and Passingham, 1996;
Wise, 1980). Die aszendierenden dopaminergen Fasern aus der VTA zum Nucleus
accumbens, der Amygdala, den Septumkernen, dem entorhinalen Cortex, dem cingu-
laren Cortex oder dem frontalen Cortex werden auch als mesocortikale und mesolim-
bische Projektionen bezeichnet. Insbesondere der mesolimbische Projektionsweg ist
der anatomische Hauptbestandteil des Rewardsystems des Gehirns (Fibiger and
Phillips, 1988; Ikemoto, 2007).

Durch die erhohte Dopaminausschuttung im Nucleus accumbens (Teil des Ventralen
Striatums) entstehen positive Gefluhle, die als Belohnung empfunden werden und
dadurch zu einer Verhaltensverstarkung fuhren. Ratten, denen beispielsweise Elektro-
den in die VTA implantiert werden, stimulieren sich Uber diese Elektroden fortwahrend
selbst. Dadurch steigen die extrazellularen Konzentrationen von Dopamin und seiner
Metaboliten im ipsilateralen Striatum, Nucleus accumbens und Tuberculum olfactorium
(Fibiger, et al., 1987). Auch Injektionen von Dopamin-Agonisten (D1- oder D2-
Rezeptor) in den Nucleus accumbens von Ratten flhren zu positiven Gefuhlen, wie
sich aus Untersuchungen zur konditionierter Platzpraferenz ableiten lasst (White, et
al., 1991).

Das mesolimbische dopaminerge System steuert nicht nur homoostatisches Verhal-
ten, sondern ist auch fir die Entstehung von Suchtverhalten (psychische Abhangigkeit
von Drogen, aber auch Spielsucht etc.) verantwortlich. Ratten, die mit Dopaminanta-
gonisten behandelt worden waren oder bei denen selektiv die dopaminergen Axonter-

minalen im Nucleus accumbens zerstort wurden, horten auf, sich selbst Kokain zu
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verabreichen (Fibiger, et al., 1992). Auch die funktionelle Bildgebung bei Probanden,
denen Nikotin (Stein, et al., 1998) oder Kokain (Breiter, et al., 1997) appliziert wurde,
zeigte Reward-assoziierte Veranderungen der neuronalen Aktivitdt im Nucleus ac-

cumens, im Hirnstamm, der Amygdala und dem prefrontalen Cortex.

1.2.2 Der laterale Habenularkomplex vermittelt negativen Reward durch
Inhibition dopaminerger Neurone

Das Vorhandensein eines positiv verstarkenden Systems, welches das Erzielen eines
gewulnschten Ergebnisses durch ein bestimmtes Verhalten mit dem Empfinden ange-
nehmer Emotionen belohnt (=Reward), legt nahe, dass ein ahnliches Systems exis-
tiert, welches erfolgloses Verhalten durch den Entzug von Reward bestraft. Dies ist die
biologische Aufgabe des lateralen Habenularkomplexes (LHb).

Negatives Feedback, oder aber das Ausbleiben von erwarteter Belohnung nach der
Durchfuhrung eines bestimmten Verhaltens, aktiviert Neurone im lateralen Habenular-
komplex (Matsumoto and Hikosaka, 2007; Matsumoto and Hikosaka, 2008;
Matsumoto and Hikosaka, 2009; Ullsperger and von Cramon, 2003). Die Neurone des
LHb projizieren teilweise direkt zur Area ventralis tegmentalis (VTA) und Substantia
nigra pars compacta (SNc), teilweise indirekt Uber den Nucleus tegmentalis mesopon-
tinus rostromedialis (mesopontine rostromedial tegmental nucleus, RMTg) zu diesen
beiden dopaminergen Zentren (Geisler, et al., 2007; Geisler and Trimble, 2008; Jhou,
et al., 2009). Uber lokale GABAerge Neurone werden dopaminerge Nervenzellen in
der VTA und der SNc inhibiert und dadurch die Dopaminausschuttung im Nucleus ac-
cumbens und im Ventralen Striatum vermindert (Brinschwitz, et al., 2010; Christoph, et
al., 1986; Ji and Shepard, 2007; Matsumoto and Hikosaka, 2007; Schultz, 1998). Al-
lerdings hat sich in den letzten Jahren gezeigt, dass nicht alle glutamatergen Projekti-
onen aus dem LHb an lokalen GABAergen Interneuronen der VTA enden, sondern ein
Teil der Neurone aus dem LHb auch direkt die dopaminergen Neurone der VTA inner-
viert. Daher ist eine zusatzliche feedforeward-Inhibition Uber den RMTg notwendig
(Balcita-Pedicino, et al., 2011; Omelchenko, et al., 2009).
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Die aus der Inhibition der VTA resultierende verminderte Dopaminausschittung im
Nucleus accumbens fuhrt zu einem Ausbleiben von Belohungsgefuhlen und damit in
der Regel zum Abbruch des durchgefuhrten Verhaltens.

Unerwunschte Ergebnisse eigenen Verhaltens konnen vom Individuum selbst mit oder
ohne bewusste Wahrnehmung (Hunger, Durst, erniedrigte Korpertemperatur) regis-
triert oder durch externes Feedback signalisiert werden. Bewusste Fehlererkennung
(Error-Monitoring) und Reward benutzten dabei nachweislich unterschiedliche Projek-
tionswege (de Bruijn, et al., 2009). Registrieren fehlerhaften Verhaltens fuhrt zur Akti-
vierung des medialen prefrontalen Cortex (de Bruijn, et al., 2009; Ullsperger and von
Cramon, 2003). Abweichungen des Ist-Wertes vom Soll-Zustand bei der Homdostase
werden vermutlich vom Hypothalamus detektiert, ohne zwingend das Bewusstsein zu
erreichen. Beide Areale (mPFC und Hypothalamus) projizieren zum LHb und scheinen
ihn zu aktivieren, um somit wenig erfolgreiches Verhalten zu beenden (Chiba, et al.,
2001; Herkenham and Nauta, 1977; Thierry, et al., 1983).

1.2.3 Der Einfluss des serotoninergen Systems auf Rewardmechanismen

Auch das serotoninerge System ist an Rewardprozessen beteiligt (Higgins and
Fletcher, 2003; Liu and lkemoto, 2007; Nakamura, et al., 2008). In Einzelzellableitun-
gen wurde gezeigt, dass Reward-Informationen von den dopaminergen Neuronen der
SNc und serotoninergen Neuronen der Dorsalen Raphe (DR) unterschiedlich kodiert
werden. Wahrend dopaminerge Neurone in der SNc vor allem den Fehler der Reward-
Voraussage kodieren, reagieren serotoninerge Neurone der DR sowohl auf den Re-
ward ankundigenden sensorischen Reiz, als auch auf den Reward selbst (Kawagoe,
et al., 2004; Nakamura, et al., 2008; Satoh, et al., 2003; Schultz, 1998; Schultz, 1998).
Weiterhin zeigen die dopaminergen Neurone eine Praferenz fur groRe Rewardreize.
Die Nervenzellen der DR bestehen dagegen aus zwei Populationen, die entweder auf

grélieren oder auf kleineren Reward reagieren (Nakamura, et al., 2008).
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1.2.4 Der Einfluss des lateralen Habenularkomplexes auf das serotoninerge System

ist nicht abschlie®end geklart

Die elektrische Stimulation der Habenula fuhrt in den meisten Studien zu einer Hem-
mung der Neurone der Dorsalen Raphe mit einem Abfall der Serotonin-Konzentration
in den zugehdrigen Projektionsgebieten der DR (Reisine, et al., 1982; Wang and
Aghajanian, 1977). Wahrend eine hochfrequente Stimulation des LHb zu einer selek-
tiven (durch den GABAa-Antagonisten Bicullin antagonisierbaren) Hemmung der lang-
samfeuernden Neurone der DR fuhrt, resultiert aus einer niederfrequenten LHb-
Stimulation eine (durch NMDA-Agonisten vermittelte) Erregung von schnell und lang-

sam feuernden Neuronen der DR (Ferraro, et al., 1996).

Dieser Projektionsweg vom LHb zur DR verwendet zumindest teilweise exzitatorische
Aminosauren als Transmitter (Kalen, et al., 1985; Reisine, et al., 1982; Wang and
Aghajanian, 1977) und wird durch Substanz P modifiziert (Lacoste, et al., 2009;
Neckers, et al., 1979). Die lokale Applikation von Picrotoxin (GABA-Antagonist) in den
LHb Iasst die Serotoninkonzentration in der DR ansteigen und verringert die 5-HT-
Konzentration in der SNc. Auf die serotoninerge Innervation des Caudatoputamens ist
dagegen kein Effekt durch Picrotoxin nachweisbar (Reisine, et al., 1982). Der Einfluss
des LHb auf die DR und die serotoninerge Innervation der Zielgebiete der DR scheint
also nicht gleichformig zu sein, sondern je nach Projektionsgebiet unterschiedlichen
Ergebnissen zu fuhren. Afferenzen aus dem medialen Prefrontalem Cortex (mPFC)
und dem LHb konvergieren nachweislich an lokalen GABAergen Neuronen der DR

und fuhren zu einer Inhibition serotoninerger Neurone (Varga, et al., 2003).

1.3 Funktionelle und anatomische Verbindungen zwischen dem lateralen

Habenularkomplex und dem serotoninergen System

Der laterale Habenularkomplex (LHb) und die Dorsale Raphe (DR) sind in die Steue-
rung einer Vielzahl ahnlicher biologischer Funktionen involviert - insbesondere in die
Verhaltenssteuerung (Mutterlichkeitsverhalten, Nahrungsaufnahme, Stressverhalten,
zirkadiane Rhythmik) - aber auch in die Pathologie von Depression, Abhangigkeit und
Sucht (Tab. 1.1, S. 17). Erst in den letzten Jahren gelang es mit der Entdeckung des

Rewardsystems als Ubergeordnetes Konzept diese Komplexizitat der Verhaltenssteue-
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rung zu erklaren. Zwischen dem LHb und den mesencephalen Raphekernen bestehen
zahlreiche Faserverbindungen (Aghajanian and Wang, 1977; Kalen, et al., 1985;
Peyron, et al., 1998). Dabei stellt der LHb die wichtigste und grofdte afferente Verbin-
dung zur Dorsalen Raphe dar (Aghajanian and Wang, 1977; Jacobs and Azmitia,
1992; Peyron, et al., 1998).
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Dennis et al., 1991
Thornton et al., 1991
Zagami et al.,1995

Lecourtier et al., 2007
Villareal et al., 2002

Meneses, 1999

Yang et al., 2008
Sartorius et al., 2007
Shumake et al., 2003

Delgado et al., 1990
Jolas et al., 1994
Arango et al., 1984
Gardier et al., 1996
Commons et al. 2003
Valentino et al., 2003
Amat et al., 2004
Guiard et al., 2007

Tabelle 1.1: Funktionelle Gemeinsamkeiten der lateralen Habenula und der Dorsalen

Raphe.
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1.4 Anatomie und Phylogenese der Habenula

Die Habenula (Hb) ist eine phylogenetisch sehr alte Hirnstruktur. Sie Iasst sich bei al-
len Wirbeltiergattungen nachweisen. Die Habenula ist Teil des dorsalen Diencepha-
lons (Epithalamus) und liegt der Epiphyse vorgelagert in unmittelbarer Nachbarschaft

des dritten Hirnventrikels. Die Bezeichnung Habenula leitet sich vom lateinischen Wort

»-habena“ ab und bedeutet ,Ziigelchen* (der Epiphyse).

Abbildung 1.1: Lichtmikroskopische Ubersichtsaufnahme des Habenularkomlexes
nach Kluver-Barrera-Farbung. MHb: mediale Habenula, sm: Stria medullaris, DG: Gyrus
dentatus (Hippocampus), LHb: laterale Habenula, PVP: Ncl. paraventricularis pars
posterior, fr: Fasziculus retroflexus, 3V: 3.Ventrikel. (Der Skalierungsstrich rechts unten
entspricht einer Lange von 1mm).

Aufgrund ihrer paramedianen Lage unterscheidet man einen rechten und einen linken
Habenularkomplex. Bei Végeln und Saugetieren sind diese jeweils aus einem media-
len (MHb) und einem lateralen (LHb) Unterkern aufgebaut (Cajal, 1904; Morgan, et al.,
1973; Yanez and Anadon, 1998). Der laterale Anteil der Habenula (LHb) wird weiterhin
in einen medialen (LHbM) und einen lateralen Bereich (LHbL) unterteilt (Cajal, 1904;
Herkenham and Nauta, 1977; Herkenham and Nauta, 1979).
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Auf der Basis neuerer morphologischer Studien wird der MHb bei Saugern in finf und
der LHb in zehn verschiedenen Unterkernen unterteilt (Andres, et al., 1999). Diese
Untergliederung wird auch durch die differenzielle Verteilung von Transmittern, Rezep-
toren und Neuromodulatoren bestatigt (Geisler, et al., 2003).

LHbMPE

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Unterkerne des LHb in vier coronaren
Ebenen (exemplarische Abbildung anhand des linken LHb, A-D in rostrokaudaler Rei-
henfolge, modifiziert nach Andres et al, 1999). Der MHb ist grin schattiert, die Unter-
kerne des LHbM orange und die des LHbL blau unterlegt.
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Immunhistochemische und lichtmikroskopische Charakterisitika der Unter-

Tabelle 1.2

kerne des LHb (modifiziert nach Geisler et al., 2003). Legende: - negativ, (+) sehr

schwache Anfarbung, +/++/+++ schwache/ mittlere/ starke Anfarbung, CV: Cresyl Violet;

TH: Tyrosinhydroxylase, GABAg : GABAg-Rezeptor, Kir3.2: calciumbindendes Protein,

NF: Neurofilament, AChE: Acetylcholinesterase
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1.5 Afferenzen und Efferenzen des lateralen und medialen

Habenularkomplexes

Die Habenula ist Teil des Dorsalen Diencephalen Leitungssystems, welches Informati-
onen von den Strukturen des limbischen Vorder- und Zwischenhirns unter Umgehung
des medialen Vorderhirnbindels (mfb) zu den monoaminergen Zentren des Hirn-
stammes ubermittelt (Sutherland, 1982). In der Habenula konvergieren aul3erdem ver-
schiedene neuronale Makrosysteme wie zum Beispiel die septale-preoptische Schlei-
fe, die ventrale und die dorsale striatopallidale Schleife sowie der sublentikular ausge-
dehnte Amygdalakomplex (extended Amygdala). Sie besitzt damit eine wichtige Vo-

raussetzung, um integrative Funktionen zu erflllen (Geisler and Trimble, 2008).

Der mediale Anteil des Habenularkomplexes (MHb) verbindet die Septumkerne mit
dem Nucleus interpeduncularis (Gudden-Ganglion), welcher wiederum zu den Raphe-
kernen, dem Periaquaduktalem Grau (PAG) und der Area tegmentalis ventralis (VTA)
projiziert (Hamill and Lenn, 1983; Herkenham and Nauta, 1977; Herkenham and
Nauta, 1979; Shibata, et al., 1986).

Der laterale Anteil des Habenularkomplexes (LHb) erhalt hingegen Uber einige direkte
kortikale Afferenzen aus dem mPFC auch Uber das Ventrale Pallidum (VP), die latera-
le preoptische Region (LPO), den lateralen Hypothalamus (LH) und den Nucleus en-
topeduncularis (entspricht dem Globus pallidus internus (GPi) im Gehirn von Nagetie-
ren) indirekt Informationen aus allen kortikalen Gebieten des Gehirns. Zu einem gerin-
geren Anteil terminieren auch Axone aus der VTA, der Dorsalen Raphe (DR), der Me-
dianen Raphe (MnR) und dem Nucleus tegmentalis laterodorsalis (LDTg) im LHb
(Chiba, et al., 2001; Groenewegen, et al., 1993; Herkenham and Nauta, 1977; Kowski,
et al., 2008; Parent, et al., 1981; Rajakumar, et al., 1993; Zahm, et al., 1996). Uber
den Fasciculus retroflexus (fr) projiziert der LHb zur Dorsalen und Medianen Raphe
(DR, MnR) sowie zum Nucleus tegmentalis mesopontinus rostromedialis (RMTg), der
SNc, der VTA sowie dem LDTg, welche wiederum direkt oder indirekt (RMTg) das ba-
sale Vorderhirn innervieren (Herkenham and Nauta, 1979; Jhou, et al.,, 2009;
Lehmann, et al., 2002; Lehmann, et al., 2003).

Bereits friihe autoradiographische Studien zeigten, dass der LHbM und der LHbL zu
unterschiedlichen Zielgebieten projizieren (Herkenham and Nauta, 1979). Wahrend
man uber einen langen Zeitraum dem LHbM aufgrund dieser Projektionen rein limbi-
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sche Funktionen zuschrieb, sah man den LHbL als rein motorischen Teil an. Heute

deutet jedoch das Verstandnis der komplexen Anatomie und der differenziellen Projek-

tionen eher auf eine unterkernspezifische Verschaltung des LHb hin. Diese Aspekte

bedurfen dringend weiterer Untersuchung.

Striatum

SNc

Septum .
HDB -
LPO :;F LHDb
LH — — | X
r sm
/ '
GPi VTA

\
\‘fr
DR

MnR

IP

Abbildung 1.3: Afferenzen und Efferenzen des medialen und lateralen Habenularkom-
plexes. Der mediale Habenularkomplex (MHb) erhalt vorwiegend Afferenzen aus den
Septumkernen und projiziert zum Ncl. Interpeduncularis (IP). Der laterale Habenular-
komplex (LHb) wird vom lateralen Hypothalamus (LH), der lateralen Praoptischen Regi-
on (LPO), dem horizontalen Schenkel des Diagonalen Bandes von Broca (HDB) und
den Basalganglien (Striatum, Globus pallidus internus (GPi) innerviert und ist somit stra-
tegisch in der Lage, Informationen aus dem limbischen Anteilen des Vorder- und Zwi-
schenhirnes mit motorischen Informationen aus den Stammganglien zu integrieren und
an dopaminerge (Area tegmentalis ventralis (VTA), Substantia nigra, pars compacta
(SNc)) und serotoningerge Zentren (Dorsale Raphe (DR), Mediane Raphe (MnR) des
Mittelhirnes weiterzuleiten.
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1.6 Das serotoninerge System

1.6.1  Nomenklatur des serotoninergen Systems

X3

Die Bezeichnung ,Raphe® stammt vom dem griechischem Wort ,rhaphé“ ab und be-
deutet ,Naht®. Diese Bezeichnung geht auf Koelliker (1891) bzw. Cajal (1911) zurick,
welche erstmals das Vorkommen grof3er, multipolarer Nervenzellen entlang der Mittel-
linie des Hirnstammes beschrieben (,strangférmige Verwachsungsnaht®). Mit Hilfe ei-
ner speziellen Fluoreszenz-Technik zur Visualisierung von 5-Hydroxytryptamin erfolgte
1962 die B-Gruppen-Einteilung serotoninerger Neurone im Rattenhirn (Dahlstrom and
Fuxe, 1964). Diese Einteilung ist noch heute Grundlage vieler neuroanatomischer und

neurophysiologischer Studien.

Die Dorsale Raphe (DR) umfasst neben circa 30% bis 60% nicht-serotoninergen Neu-
ronen, die serotoninergen Nervenzellen der Gruppe B6 und B7 nach Dahlstrém und
Fuxe (Descarries, et al., 1982; Stratford and Wirtshafter, 1990; Wiklund and Bjorklund,
1980). Sie ist der groRte der sieben Raphe-Kerne des Hirnstammes und bildet zu-
sammen mit der Medianen Raphe (MnR, entsprechend B5 und B8 nach Dahlstrom
und Fuxe) den wichtigsten Ursprungsort der serotoninergen Innervation des Vor-

derhirns.

1.6.2 Anatomie und Lage der Dorsalen Raphe

Die Dorsale Raphe befindet sich im Tegmentum des Mesencephalons zwischen dem
Aquaeductus cerebri und dem Fasciculus longitudinalis medialis (mediales Langsbun-
del) und erstreckt sich bis in die anterioren Anteile des Pons. Die rostrale Begrenzung
bildet der Nucleus oculomotorius. Kaudal grenzt die Dorsale Raphe an den Nucleus
tegmentalis dorsalis (GUDDEN).

Die Dorsale Raphe wird bei Primaten meist in sechs (medianer, ventraler, dorsaler,
ventrolateraler, lateraler and kaudaler Unterkern), bei der Ratte in funf Subareale
(DRD; DRV, DRVL; DRC; DRI) unterteilt, welche sich durch topographisch geordnete
Projektionen auszeichnen (Aghajanian and Wang, 1977; Azmitia, 1981; Datiche, et al.,
1995; Gonzalo-Ruiz, et al., 1995; Imai, et al., 1986; Jacobs, et al., 1978; Kalen, et al.,
1985; Kirouac, et al., 2004; O'Hearn and Molliver, 1984; Semba, et al., 1989; van der
Kooy and Kuypers, 1979; Waterhouse, et al., 1986; Wilson and Molliver, 1991).
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In der DR kommen neben Serotonin verschiedenen Neurotransmitter und Neuromodu-
latoren vor (siehe review: (Michelsen, et al., 2007), deren genaue Verteilung in einer
Ubersichtsarbeit bisher jedoch nur am Primatenhirn demonstriert wurde (Charara and
Parent, 1998).

1.6.3 Projektionen der Dorsalen Raphe

DR und MnR besitzen eine Vielzahl gemeinsamer Afferenzen, wahrend ihre Efferen-
zen strikt getrennt sind (Aghajanian and Wang, 1977; Aghajanian, et al., 1978;
Descarries, et al., 1986; Nishikawa and Scatton, 1983; O'Hearn and Molliver, 1984;
Peyron, et al., 1996; Peyron, et al., 1995; Peyron, et al., 1998; Steinbusch, et al.,
1981; Steinbusch, et al., 1980; Vertes, 1991; Vertes, et al., 1999). Fast die gesamte
serotoninerge Innervation des Vorderhirns geht von dem Dorsalen und dem Medianen
Raphe-Kern aus (Kosofsky and Molliver, 1987; Lavoie and Parent, 1991; Molliver,
1987; Steinbusch, et al., 1981; Steinbusch, et al., 1980; van der Kooy and Hattori,
1980; van der Kooy and Kuypers, 1979; Vertes, 1991; Vertes, et al., 1999; Wilson and
Molliver, 1991). Terminalen der DR innervieren einen Grol3teil des Vorderhirns bis hin
zu den dopaminergen Kerngebieten des Mesencephalons, inklusive dem lateralen
Hypothalamus, der Amygdala, dem dorsalen und ventralen Striatum. Die DR besitzt im
Gegensatz zur MnR zahlreiche kortikalen Projektionen in nahezu alle Gebiete des Te-
lencephalons (Imai, et al., 1986; Vertes, 1991; Vertes, et al., 1999) AulRerdem verflgt
die DR im Vergleich zur MnR Uber viel starkere direkte Projektionen zu den Strukturen
des Rewardsystems. So entsendet die DR eine Vielzahl von Axonen zum Ventralen
Pallidum (inklusive des Nucleus accumbens), der VTA, der SNc, wahrend die MnR nur
einige Projektionen zur VTA, wenige zur SNc und keine Projektionen zum Nucleus
accumbens aufweist (Vertes, 1991; Vertes, et al.,, 1999). DR und MnR erhalten ge-
meinsame Afferenzen aus limbischen Cortex-Aralen, dem medialen und lateralen pre-
optisches Gebiet, dem LHb, dem lateralen und dorsomedialen Hypothalamus, dem
Locus caeruleus (LC), Nucleus tegmentalis laterodorsalis (LDTg) und den kaudalen
Raphe-Kernen. Die DR erhalt ausserdem signifikante Afferenzen vom lateralen, vent-
ralen und medialen Bettkern der Stria terminalis, dem lateralen Septum, den Kernen
des Diagonalen Bandes und der Substantia innominata (Petrov, et al., 1992; Peyron,
et al., 1996; Peyron, et al., 1995; Peyron, et al., 1998). Ob die Axonterminalen aus
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dem LHb, welche in der DR und MnR enden, aus den gleichen oder unterschiedlichen

Unterkernen des LHb stammen, bedarf weiterer Untersuchungen.

1.7 Fragestellung der Arbeit

Die bisherigen Betrachtungen haben verdeutlicht, dass sowohl der LHb als auch die
DR an der Steuerung einer Vielzahl, im Prinzip homdoostatischer Verhaltensweisen
beteiligt sind. Diesen Funktionen ist gemeinsam, dass sie eine ausgepragte emotiona-
le Komponente besitzen. Zudem ist inzwischen bekannt, dass die biologische Bedeu-
tung des LHb darin liegt, einem wenig erfolgreichen oder sogar erfolglosen Verhalten
eine negative emotionale Komponente zuzuordnen. Die Umsetzung dieser Emotionen
scheint dann Uber eine Inhibierung der dopaminergen und serotonergen Systeme zu

erfolgen.

Negative Abweichungen vom Soll-Wert verschiedener homdoostatischer Parameter
(Mangel an Nahrung, suboptimale Korpertemperatur) werden in unterschiedlichen
Arealen der praoptischen/hypothalamischen Region detektiert.

Fir die Umsetzung dieser Information tGber den LHb in die Inhibierung monaminerger

Systeme bieten sich drei Arbeitshypothesen an.

(1) Die Afferenzen aus verschiedenen (hypothalmischen/praoptischen) Regio-
nen kénnten unter Beibehaltung ihrer Topographie an Zellen im LHb enden, und
diese unabhangig von der subnuclearen Unterteilung des LHb zu den Zielker-
nen im Mesencephalon projizieren. Ein solcher mediolateraler Gradient ist fur
die ventralen diencephalen Afferenzen zum LHb beschrieben (Herkenham and
Nauta, 1977). Die morphologisch abgegrenzten Unterkerne des LHb hatten

somit kein hodologisches Korrelat.

(2) Alternativ konnten die Efferenzen aus verschiedenen Vorderhirn-Regionen
an diffus verteilten Neuronen innerhalb des LHb enden. Deren Axone konnten
dann funktionsspezifisch, aber unabhangig von der Unterkerneinteilung des
LHb zu unterschiedlichen Arealen monoaminerger Zentren im Hirnstamm proji-

zieren.
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(3) Schlieldlich kdnnten die Afferenzen aus verschiedenen Regionen in spezifi-
schen Unterkernen des LHb enden. Die Neurone in den verschiedenen Unter-
kernen des LHb senden dann ihre Axone selektiv zu den unterschiedlichen
Zielgebieten. Eine funktionelle Bedeutung der morphologisch abgegrenzten Un-

terkerne ware somit nahe liegend.

Aus diesen drei Hypothesen ergeben sich Fragen, deren Beantwortung Gegenstand

dieser Arbeit sein soll.

1.

2.

Sind die Ausgangsneurone der Projektionen des LHb zur DR gleichmalRig Uber
das gesamte Gebiet des LHb verteilt oder finden sie sich gehauft in einzelnen
Unterkernen des LHb (Abb. 1.4 A/B versus C/D)?

Wenn die Projektionen zur DR bestimmten Unterkernen des LHb entstammen,
enden die Axone von Zellen in der praoptischen/hypothalamischen Region in
den gleichen Arealen des LHb, in denen sich auch die Ausgangsneurone der

Projektion zur DR finden?

Terminieren die Projektionen aus dem LHb in der gesamten DR oder nur in be-
stimmten Unterkernen der DR (Abb. 1.4 A/C versus B/D)?

Von der Bearbeitung dieser Fragen darf erwartet werden, dass die Ergebnisse erheb-

lich zu unserem Verstandnis der biologischen Funktion von LHb und DR beitragen.
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Zwischen Folgende LHb und DR sind folgende Verschaltungsprinzipien denkbar.

A B C D

A/

—\

Abbildung 1.4: Theoretische Betrachtung der Verbindungen zwischen LHb und DR
anhand von Projektionsmodellen. A: Die morphologisch abgegrenzten Unterkerne des
LHb projizieren alle zur gesamten DR. B: Alle morphologisch abgegrenzten Unterkerne
des LHb projizieren zu einem bestimmten Gebiet in der DR. C: Nur einzelne UK des
LHb projizieren zur gesamten DR. D: Nur einige der Unterkerne des LHb projizieren zu
bestimmten Unterkernen in der DR. Im Fall von A und B wirde die Verteilung der Pro-
jektionen gegen eine hodologische Bedeutung der Unterkerne des LHb sprechen, im
Fall von A und C wahre die morphologische Einteilung der Unterkerne der DR nicht von
hodologischer Bedeutung
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

In den Experimenten wurden ausschlieRlich ausgewachsene, weibliche Wistarratten mit
einem Gewicht von 270 bis 340 Gramm verwendet (Charles River Deutschland GmbH,
Sulzfeld). Die Haltung der Tiere und die Durchfiihrung der Versuche wurde in Uberein-
stimmung mit institutsinternen Vorschriften und in Anlehnung an die durch das ,National
Institute of Health® veroffentlichte Richtlinie ,Guide of the Care and Use of Laboratory
Animals® durchgeflhrt. FUr die Durchfihrung der Experimente liegt die Zustimmung der
Ethikkommission des Berliner Landesamtes fur Gesundheit und Soziales (LaGeSo No.
G 0168/01) vor. Die Haltung der Ratten im institutseigenen Tierstall erfolgte in Gruppen
von 2 bis 4 Tieren in Standardkafigen (Bayer Makrolon Typ IV, §5x35%20cm). Die Tiere
wurden bei einer konstanten Umgebungstemperatur von 22°C und einer relativen Luft-
feuchtigkeit von 50 bis 60 % gehalten. Die Beleuchtung erfolgte in zwolfstindigen Hell-
und Dunkelzyklen. Die Tiere hatten freien Zugang zu Wasser und Futter.

2.2 Substanzen

FUr die Tracing-Versuche wurden die Neuro-Tracer Fluorogold (FG, 1%), die Beta-
Untereinheit des Choleratoxins (CTB, 1%), das Isolectin L (Leucoagglutinin) des Pha-
seolus vulgaris agglutinin (Pha-L, 2%) und ein Tetramethylrhodamin- gekoppeltes
Dextranamin (TMR-DA [MW=10.000], 2,5%) verwendet. Detaillierte Angaben zur Her-
kunft, den verwendeten Konzentrationen und substanzspezifischen Besonderheiten fin-
den sich in Tabelle 2.2 (S. 41). Die Visualisierung der Tracer fur die lichtmikroskopische
Auswertung erfolgte mittels einer immunhistochemisch gekoppelten Farbreaktion (Elite-
ABC/ DAB- Nickel). Die fur die Immunhistochemie verwendeten Antikdrper sind in Tabel-
le 2.3 (S. 42), alle Ubrigen Chemikalien sind in Tabelle 2.4 (S. 43) aufgelistet. Fur die
Herstellung der Losungen wurde ausschliellich deionisiertes Wasser genutzt (Milli Q
Purification System, Millipore-Milfort, UK).
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2.3 Tracing-Experiment
2.3.1  Tracer-Injektion

Zur intracerebralen Applikation des Tracers wurden die Tiere mit einer LOsung aus 45%
Ketamin (50 mg/dl, CuraMED, Karlsruhe, Germany), 35% Xylazin (2%, Rompun®, Bay-
erVital, Leverkusen, Germany) und 20% physiologischer Kochsalzlésung tief anal-
gosediert. Diese wurde gewichtsadaptiert (0,16 mg pro 100 mg Koérpergewicht) intraperi-
toneal verabreicht. Bei unzureichender Narkosetiefe oder zur Narkoseverlangerung er-

folgten weitere fraktionierte intraperitoneale Injektionen von jeweils 5mg Ketamin.

Sobald die Tiere keine Reaktion mehr auf aullere Schmerzreize zeigten, wurden sie auf
einer korpertemperaturkontrollierten Warmeplatte bei 37°C (Temperatur-Kontrollgerat
Fa. Omega, Stanford, CT, USA) gelagert und ihr Schadel in einem stereotaktischen Ap-
parat (David Kopf Instruments, Tujunga, USA) fixiert. Nach der Adjustierung des Scha-
dels wurde der Schadelknochen freigelegt, eine kleine Knochenplatte mittels Bohr-
lochtrepanation entfernt und die Dura mater Uber dem Injektionszielpunkt eroffnet. An
dieser Stelle wurde nachfolgend eine mit Tracer gefullte Mikropipette ins Hirngewebe
eingebracht (Abb. 2.1, S. 31). Alle Daten zur Planung und Auswertung der Injektionen
entstammen dem topographischen Atlas des Rattenhirns von Paxinos und Watson
(Paxinos and Watson, 1989). Die Applikation des Tracers erfolgte mikroiontophoretisch
uber eine Prazisionsgleichstromquelle (MVVCSO2, npi, Deutschland), welche an die
feinen Glaspipetten angeschlossen wurde. Diese erzeugte in sieben-sekiundigen On-Off-
Zyklen (Impulsgeber: Master 8, A.M.P.1., Jerusalem) positive Strdme von ein bis vier yA
(Tab. 2.2, S. 41). Die durchschnittliche Applikationsdauer lag bei 15 Minuten. Zur Variati-
on der Grol3e der Injektionsstelle wurde die Injektionsdauer, sowie der Pipettenspitzen-
durchmesser entsprechend verandert. Im Anschluss an die Tracer-Injektion wurde die
Mikropipette fur ca. funf bis zehn Minuten vor der Entfernung in situ belassen, um das
Diffussionsleck entlang des Injektionsweges zu minimieren. Abschlieend erfolgte der
Verschluss der Hautwunde mittels chirurgischer Nahttechnik bzw. Gewebekleber (Histo-
acryl®). Bis zur vollstandigen Erholung der Tiere nach der Operation erfolgte fur einige
Stunden die voriibergehende Unterbringung in Einzelkéfigen. Die anschlieRende Uber-
lebensdauer bis zur Perfusion der Tiere lag u.a. in Abhangigkeit vom verwendeten Tra-

cer zwischen drei Tagen und drei Wochen (Tab. 2.2, S. 41).
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2.3.2 Herstellung der Mikropipetten

Die fur die Tracingversuche verwendeten Mikropipetten wurden aus Glaskapillaren
(Borsilikat) hergestellt, welche mit Hilfe eines speziellen Gerates (Puller P97, Sutter-
Instruments, USA) ausgezogen wurden. Anschliel3end wurden die Spitzen der Glaska-
pillaren unter mikroskopischer Kontrolle an einem Glasblock auf Innendurchmesser von
10 bis 25 Mikrometer abgebrochen. Um die Verletzungen des angrenzenden Gewebes
zu minimieren und ein allseits gleichmafiges Austreten des Tracers zu gewahrleisten

wurden nur Pipetten mit geradlinigem Bruchrand fur die Tracingversuche verwendet.

2.3.3 Anterogrades Tracing

FUr die Analyse der efferenten Faserbindungen vom LHb zur DR wurden die Tracer
PhalL und TMR-DA verwendet (Tab. 2.2, S. 41). Das verwendete Tetramethylrhodamin
(TMR)-konjugiertes Dextranamin besitzt ein Molekulargewicht von lediglich 10kDA. Es
wird im Gegensatz zu hochmolekularen Detrankonjugaten (ab 70kDA) uberwiegend an-
terograd transportiert (Vercelli, et al., 2000). TMR-DA und PhaL werden im Bereich der
Injektionsstelle durch aktive (im Bereich der Dendriten und Somata) und passive (Diffu-
sion) Transportmechanismen Uber die Zellmembran der Neurone aufgenommen und
entlang des Mikrotubulussystems in die Axonterminalen transportiert. Sie konnen dort
durch verschiedene immunhistochemische Verfahren visualisiert werden. Die Ziel-
Koordinaten flr die Injektionen in lateralen Anteil des LHb (LHbL) lagen bei Bregma —
3,6mm (Sagittalebene), Touch Dura -4,5mm und +1,0 mm in der Mediolateralebene.
Injektionen in den medialen Anteil des LHb (LHbM) erfolgten in gleicher Hohe weiter
medial bei +0,6mm in der Mediolateralebene.

2.3.4 Retrogrades Tracing

Die Tracer CTB und FG wurden an verschiedenen Stellen innerhalb der Dorsalen Ra-
phe (DR) injiziert, um die Somata ihrer Ursprungsneurone im LHb zu visualisieren. Die
Koordinaten wurden in Anlehnung an den topographischen Atlas des Rattenhirns ge-
wahlt (Paxinos and Watson, 1989). Da im Fall der DR der Injektionszielpunkt genau in
der Medianlinie lag, erfolgte die Bohrung zur Umgehung des Sinus sagittalis superior

nach lateral verlagert und das Einfuhren der Mikropipette wurde unter einem Winkel von
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ca. 15 - 25° durchgefthrt (Abb. 2.1, S. 31). Eine Ligatur des Sinus war somit nicht er-
forderlich und schwere Blutungen konnten vermieden werden. Die Aufnahme des Tra-
cers CTB im Bereich der Injektionsstelle erfolgt endozytotisch durch die Bindung der
Substanz an Mono-Sialo-Ganglioside in die Synapsen (Middlebrook and Dorland,
1984). FG hingegen diffundiert als schwache Base passiv durch die Membran an den
Terminalen und wird dort im sauren Milieu der Lysosomen gebunden (Wessendorf,
1991). Der intrazellulare Transport Uber das Mikrotubulussystems erfolgt hauptsachlich

Uber das Protein Dynein bis in die Dendriten der Neurone.

1 Mikropipette
: Bohrloch
I b \

AN
Dura m
Schédel

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Tracerinjektion in die DR. Zur Umgehung
des Sinus sagittalis superior erfolgten die Bohrungen und Injektionen nach lateral ver-
setzt (Strecke b). Die Strecke a entspricht dem Abstand von ,Touch Dura“ bis zum Injek-
tionsszielpunkt. Uber den Satz des Pythagoras wurden der entsprechende Injektions-
winkel und die Lange der Strecke c errechnet.

2.3.5 Gewebefixation

Zur transkardialen Perfusion wurden die getracten Tiere wiederum mit einer LOsung aus
45% Ketamin (50 mg/dl, CuraMED, Karlsruhe, Germany) und 35% Xylazin (2%, Rom-
pun®, BayerVital, Leverkusen, Germany) tief narkotisiert und mit 5.000 IE heparinisiert
(Heparin-Natrium 25.000, Ratiopharm, Ulm, Germany). Die oberflachlichen Haut- und
Gewebeschichten wurden von abdominal nach jugular in der Medianlinie eroffnet. Da-
nach erfolgte die Durchtrennung der tiefen abdominalen Muskeln bis zum Xyphoid unter
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Schonung des Diaphragmas und die Sektion der oberflachlichen thorakalen Muskeln
nach kranial. Nach Eroffnung des Diaphragmas erfolgten zlgig die linksparasternale
Eréffnung des Thorax und das Einbringen eines Rippenspreizers. Die Zeit zwischen der
Kollabierung der Lungen und dem Perfusionsbeginn lag zwischen 35 und 60 Sekunden.
Nach transkardialer Instillation der Perfusionskanule in die Aorta ascendens, sowie Er-
offnung des rechten Vorhofes, erfolgte fur die Dauer von zehn Sekunden eine Spulung
der GefalRe mit einer auf 37°C vorgewarmtem Plasmaersatz-Losung (Longasteril 70® |,
Fresenius, Bad Homburg, Germany). Danach begann die eigentlich Perfusion mit einer
Lésung aus 4% Paraformaldehyd, 0,05% Glutaraldehyd und 0,2% Pikrinsaure in 0,1M
Phosphatpuffer (pH 7,4) fir 5 Minuten bei einem Druck von 210 Torr und anschlie3end
fur die Dauer von 20 Minuten bei 20 Torr. Abschlielend folgte fur die Dauer von funf
Minuten die Perfusion des Gewebes mit einer Losung aus 5% Sucrose in 0,1M Phos-
phatpuffer (pH 7,4) bei einem Druck von 100 Torr.

2.3.6 Entnahme der Gehirne, Kryoprotektion und Sektionierung

Die Gehirne wurden direkt im Anschluss an die Perfusion aus dem Schadel prapariert,
in einen Plexiglasrahmen adjustiert und in 4% Agarose (Serva, Deutschland) gegos-
sen. Nach dem Ausharten im Eisbad wurden daraus 7 definierte 3 bis 5,5 mm dicke
coronare Blockchen geschnitten. Zur Kryoprotektion wurden die Hirnbléckchen an-
schlie®end in 0,4M Sucrosel6sung uberfuhrt und Uber Nacht in 0,8M Sucrose gelagert.
AnschlieRend wurden die einzelnen Hirnteile bei -70°C in Hexan (Merck, Deutschland)
schockgefroren und bis zur endgultigen Verwendung bei — 80°C gelagert. Aus den so
gewonnenen Blockchen wurden an einem Gefriermikrotom/Kryostat bei einer Tempera-
tur von -20°C coronare Schichten mit einer Dicke von 25 ym geschnitten und unmittel-
bar in PBS (Phosphat Buffer Saline; 140mM NaCl und 40mM KCI in 10mM Phosphat-
puffer, pH 7,4) Uberfuhrt. Die einzelnen Schnitte wurden fortlaufend auf 10 Glaschen
verteilt, sodass der Abstand der einzelnen Schichten pro Glas/Serie 250 pym betragt.
Alle nicht unmittelbar verwendeten Serien wurden in einer Gefrierschutzlosung (pH 7.4)
aus 2.2 M Sucrose in 100 mM Phosphatpuffer und 42% Ethylenglykol (Merck, Deutsch-

land) bis zum weiteren Gebrauch bei -20°C gelagert.
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2.4 Immunhistochemische Darstellung der Tracer, Neurorezeptoren und

Transmitter

Zur Visualisierung der Tracer, aber auch zur Darstellung verschiedener Neurotransmit-
ter, Neuromodulatoren und Rezeptorproteine wurde eine Antikdrperfarbung nach der
ABC-Methode (Avidin - Biotinylated Enzyme Complex) verwendet (Cattoretti, et al.,
1988; Elias, et al., 1989; Hsu and Raine, 1981). Dabei wird ein Antigen (z.B. der Tracer)
durch einen Primarantikorper erkannt und spezifisch gebunden. Der Fc-Teil des Erstan-
tikdrpers wird durch einen biotinylierten Sekundarantikdrper, der aus einer anderen
Spezies stammt gebunden. Biotin ist ein ubiquitares wasserlosliches Vitamin (Vitamin
H). Es besitzt eine sehr hohe Bindungsaffinitat fir das basische Glycoprotein Avidin.
Biotin lasst sich durch einfache chemische Reaktionen sehr leicht an groRere Molekule,
wie zum Beispiel Antikorper koppeln ohne deren Eigenschaften zu verandern. Das Huh-
nereiweily Avidin besitzt insgesamt vier hydrophobe Taschen in seiner Tertiarstruktur,
welche als Bindungsstellen fur Biotin dienen. Durch diese nicht kovalente starke Bin-
dung von Biotin wird Avidin inaktiviert. Auch Avidin lasst sich leicht an verschieden Mar-
ker (z.B. Enzyme, Schwermetalle oder Fluoreszenzfarbstoffe) koppeln. Es besitzt au-
Rerdem die Fahigkeit als ,Brlicke® zwischen zwei biotinylierten Molekllen zu dienen.
Somit 1alt sich durch die Bindung vieler Peroxidase-gekoppelter Avidinmolekule an ei-
nen Zweitantikorper eine Verstarkerreaktion erreichen. Fur die eigentliche Visualisierung
dient eine Peroxidase-katalysierte chemische Reaktion, welche das farblose bis rosa-
farbene DAB (3,3 -Diaminobenzidin) unter Zusatz von Wasserstoffperoxid in ein was-
serunlosliches braunlich-schwarzes Indaminpolymer umwandelt, welches sich am Ort

der Reaktion (der Antikorperbindung) niederschlagt.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Verstarkerreak-
tion mittels Elite-ABC-Komplex. Ein biotinylierter Zweitantikorper bindet das Fc-Element
des Erstantikorpers, welcher spezifisch an ein Antigen (z.B. Tracer) gebunden vorliegt.
Uber Avidin- und Biotin-vermittelten kovalenten Bindungen entsteht am Ort der Zweitan-
tikdrperbindung eine starke Peroxidaseaktivitat, welche ihr Substrat DAB nach Zugabe
von Wasserstoffperoxyd in ein schwarzes Prazipitat tberfuhrt.

2.4.1 Vorbehandlung

Zum grundlichen Entfernen der Gefrierschutzlésung wurden die einzelnen Serien nach
der Entnahme aus dem Gefrierschrank mehrfach bei Raumtemperatur in PBS (5min,
10min., 20 min., 30min.) gewaschen. AnschlieBend wurden die Schnitte fur funfzehn
Minuten in eine 1% Natriumborhydrid-Losung Uberfuhrt. Dieser Zwischenschritt ist not-
wendig, da die in der Fixierldésung enthaltenen Aldehydgruppen (Paraformaldehyd) mit
den freien Aminogruppen der Gewebeschnitte und der Antikorper Schiffschen Basen
bilden. Eine Bindung der Antikorper an ihre spezifischen Epitope wird dadurch er-
schwert. Durch die Zugabe von Natriumborhydrid werden diese Doppelbindungen redu-
ziert, die Tertiarstruktur der Proteine stabilisiert und die spezifische Bindung der Antikor-
per erleichtert. Das Natriumborhydrid wurde anschlieRend durch 3 weitere Waschzyklen
in PBS entfernt. Zur Zerstorung der endogenen Peroxidaseaktivitat (Verminderung der
unspezifischen Hintergrundfarbung) wurden die Gewebeschnitte mit Phenylhydrazin

(1:2.000, Merck, Deutschland) in einer Losung aus 10% Ziege-Normal-Serum (Normal
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Goat Serum (NGS), 10% in PBS) und 0,3% Triton (10% Triton X-100 in H20) inkubiert.
Die Verwendung eines Normalserums vermindert die Hintergrundfarbung, da es mit den
verwendeten Antikorpern um die unspezifische Bindungsstellen in der Gewebeprobe
konkurriert. Entstammte der Erst-Antikorper aus Ziegen, wurde das NGS durch Pferde-
Normal-Serum (Normal Horse Serum (NHS), 10% in PBS) substituiert, um eine spatere
unerwunschte Zweitantikorperbindung an im Gewebe verbliebenes Ziegenserum-
Protein zu verhindern. Durch den Zusatz von Triton 10% (10% Triton X-100 in H20) wird

eine bessere Membranpermeabilitat erreicht.

2.4.2 Auftragen der Erstantikorper

Die Hirnschnitte wurden direkt in die entsprechende Losung des Primarantikorpers in
10% NGS oder 10% NHS mit 0,3% Triton-X100, 0,1% Natriumazid- (10% Natriumazid in
H,0) und 0,1% Thimerosal- (1% Thimerosal in H,O) Uberfuhrt und flr 36 Stunden bei 8°
Celsius im Kuhlraum inkubiert. Die geeigneten Konzentrationen der Antikdrper wurden
in Voruntersuchungen bestimmt (Tab. 2.3, S. 42).

2.4.3 Auftragen der Zweitantikrper

Zum Entfernen der ungebundenen Erstantikdrper wurden die Schnitte wiederum drei
Mal in PBS gewaschen. Danach erfolgte fur 60 Minuten die Vorinkubation in 1%-iger
PBS-A-LAsung (2 mg Rinderserumalbumin in 1 ml PBS). AnschlieRend wurden die Hirn-
schnitte in eine Losung aus einer geeigneten Konzentration des Zweitantikérpers (Tab.
2.3, S. 42) in 1% PBS-A, 0,3% Triton und 0,1% Natriumazid uberfuhrt und fur 24 bis 36
Stunden bei 8°C inkubiert.

2.4.4 Visualisierung mittels der Elite-ABC-Methode

Nach Auswaschen der ungebundenen Zweitantikbrper mit PBS und der einstindigen
Vorinkubation in 1% PBS-A erfolgte anschlieBend das Auftragen des Elite-ABC-
Komplexes. (1:1000 Elite-ABC Lésung (10 pul Elite A [Avidin] und 10 ul Elite B [biotiny-
lierte Peroxidase] in 1% PBS-A; Vector Laboratories, USA). Die Inkubationszeit betrug
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12 Stunden. Wahrend dessen wurden die Hirnschnitte auf einem IKA-Schuttler bei

Raumtemperatur gelagert.

Nach erneutem Waschen mit PBS (3x15 Minuten) wurden die Schnitte flr die Dauer von
15 Minuten mit einer Lésung aus Diaminobenzidin (DAB, 1:100 in Hy0), Tris-Puffer
[1:20, 12,2 g Tris(-hydroxymethylaminomethan) in 100 ml H»O; pH 7,6] und Imidazol
[1:100, 681 mg Imidazol in 10 ml H,O, pH 7,6] in H,O) vorinkubiert. AnschlieRend wurde
die DAB-L6sung gegen frische DAB-L6sung ausgetauscht und die enzymatische Per-
oxidase-Reaktion durch die Zugabe von 0,03% H,O, gestartet. Zur Verstarkung der
Farbreaktion (schwarzer Niederschlag) wurde der DAB-LOsung vor Zugabe des Peroxi-
des noch 0,3% 0,3% Ammoniumnickelsulfat beigemischt. Die Farbreaktion wurde nach
spatestens 15 Minuten durch Auswaschen mit PBS gestoppt. Die entwickelten Schnitte
konnten nun auf Gelatine-beschichtete Objekttrager aufgezogen werden, welche in ei-
ner aufsteigenden Alkoholreihe (70% zwei Minuten; 96%,100%, 100% je funf Minuten)
entwassert und nach Uberfiihrung in Xylol (zweimal fiinf Minuten) mit Etellan® (Merck,

Deutschland) eingedeckt.

25 Beschichtung der Objekttrager

15 g Gelatine und 1,76 g Kaliumchromsulfat-12-hydratin wurden bei 70° Celsius in 630
ml destilliertem Wasser geldst und nach Zugabe von 300 ml Ethanol und 70 ml Eisessig
filtriert. Die gewaschenen und getrockneten Glas-Objekttrager wurden fur drei Minuten
in die noch warme Gelatinelosung getaucht, drei Stunden in staubfreier Umgebung und
uber Nacht im Warmeschrank bei 60° Celsius getrocknet.

2.6 Referenzfarbungen

Zur exakten Zuordnung der tracerhaltigen Neurone wurden verschiedene Referenzfar-
bungen benachbarter Serien durchgefuhrt. Fur die laterale Habenula dienten v.a. Kir3.2,
Kliver-Barrera und Tyrosinhydroxylase als Marker fur die verschiedenen Unterkerne
(Geisler, et al., 2003). Die einzelnen Zellgruppen der Dorsalen Raphe wurden haupt-
sachlich immunhistochemisch durch Antikorperreaktionen gegen Serotonin dargestellt.
In Vorversuchen wurden auch Kluver-Barrerra-Farbungen durchgefuhrt und die Vertei-
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lung verschiedener Neurotransmitter und Neuromodulatoren untersucht. Diese sind in

Ubersichtsform in Tabelle 2.1. dargestellt.

Tabelle 2.1:

TH katalysiert die Umwandlung
von L-Tyrosin in Levodopa, TH
dient als Marker katecholaminer-
ger Zellen

(Allers and Sharp, 2003; Charara and
Parent, 1998; Dahlstrom and Fuxe, 1964;
Descarries, et al., 1986; Michelsen, et al.,
2007; Pearson, et al., 1979; Stratford and
Wirtshafter, 1990)

Die DBH katalysiert die Umwand-
lung von Dopamin in Noradrena-
lin, dient zu Differenzierung im
Vergleich mit den TH-Ergbenissen

(Dahlstrom and Fuxe, 1964; Datiche and
Cattarelli, 1996; Descarries, et al., 1986;
Forloni, et al., 1987; Kwon, et al., 2000;
O'Leary, et al., 2007; Pearson, et al., 1979;
Stratford and Wirtshafter, 1990),

GAD katalysiert die Umwandlung
von Glutamat in GABA. Bei Sau-
gern exisitieren 2 Isoformen mit
einem Molekulargewicht von
65kDA bzw. 67kDA. Vorkommen
der GAD67: Somata und Nerven-
endigungen; GAD65: vorwiegend
in Terminalen

(Allers and Sharp, 2003; Charara and
Parent, 1998; Ford, et al., 1995; Gervasoni,
et al., 2000; Kirouac, et al., 2004; Lee, et
al., 1987; Melander, et al., 1986; Nishikawa
and Scatton, 1983; Stamp and Semba,
1995; Wang, et al., 1994)

Neuropeptid, moduliert GABAer-
ge Transmission in DR

(Kuteeva, et al., 2008; Lu, et al., 2007;
Melander, et al., 1986; Sharkey, et al.,
2008)

Calciumbindendes Protein, Neu-
roprotektion (schiitzt vor Calci-
umuberladung),

(Aznar, et al., 2004; Baimbridge, et al.,
1992; Charara and Parent, 1998)

Neuromodulator, kolokalisiert mit
verschiedenen Transmittern,

(Alexander and Leeman, 1998; Geisler and
Zahm, 2006; Jolas and Aghajanian, 1996;
Jolas and Aghajanian, 1997; Petkova-
Kirova, et al., 2008)

Neurokinin, kolokalisiert mit ver-
schiedenen Neurotransmittern,
wirkt modulatorisch (auf DA, 5-
HT, NA),

(Baker, et al., 1991; Chan-Palay, et al.,
1978; Charara and Parent, 1998; Hokfelt,
et al., 1978; Lechner, et al., 1993; Li, et al.,
1990; Ljungdahl, et al., 1978; Michelsen, et
al., 2007; Moss and Basbaum, 1983;
Pelletier, et al., 1981)

ChAT katalysiert die Umwandlung
von Acetyl-Coenzym A und Cholin
zu Acetylcholin

(Datta, et al., 2009; Galindo-Charles, et al.,
2008)

Die genaue Verteilung der 0.g. Neurotransmitter und —-modulatoren
wurde aufgrund der Literaturhinweise untersucht und in die Auswertung einbezogen.
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2.6.1 Kresylviolett-Farbung

Kresylviolettazatat ist ein basischer Farbstoff. Er farbt die Ribonucleinsduren der Zell-
kerne blau und die Nissl-Korperchen (rauhes endoplasmatisches Retikulum) des Zyto-
plasmas violett an. Die Fasersysteme bleiben hell. Im Vergleich zur Kliver-Barrera- Far-
bung, welche zusatzlich myelinisierte Fasern darstellt, bietet die Kresylviolett-Farbung

jedoch den Vorteil, dass sie nicht zu Schrumpfungsartefakten fuhrt.

Fir die Kresylviolett-Farbung wurden die in PBS (0,01 M NaH,PO4 in H>O) frei flottie-
renden Hirnschnitte auf Gelatine-beschichtete Objekttrager aufgezogen und fur maximal
30 Minuten an der Luft getrocknet, bevor sie zur Lipidextraktion 24 Stunden in 70%
Ethanol gelagert wurden. Nach dem erneuten Waschen der Schnitte fur 2 Minuten in
entionisiertem Wasser, erfolgte fur 30 Minuten die Farbung in 0,2% Kresyl-Violett-
Losung (0,2% Kresylviolett in 20 mM Acetat-Puffer [1,2 g Essigsaure in 1000 ml H,O],
pH 3,5). Nachfolgend wurden die Praparate erneut fur 2 Minuten in entionisiertem Was-
ser gespult und fur 5 Minuten in 70% Ethanol differenziert. Anschlielend erfolgte die
Dehydrierung in 80%, 96%, 100%, 100% Ethanol fiir je 5 Minuten und die Uberfiihrung
in Xylol fur 10 Minuten, sowie die Einbettung in Entellan® -benetzte Deckglaschen.

2.6.2 Kluver-Barrera-Farbung

Die Kluver-Barrera-Farbung ist eine kombinierte Zell- und Markscheidenfarbung aus
Kresylviolett und Luxolfastblue. Luxolfastblue ist ein basischer Farbstoff mit einer hohen
Affinititdt zu Neurokeratin und eignet sich daher zur Darstellung von Myelinscheiden.

Die Gewebe-Schnitte wurden hierzu fir 10 Minuten in 0,1M Phosphatpuffer (PBS) ge-
waschen und anschlieBend unter zweimaligem Wechsel der Lésung in 70% Ethanol
uberfuhrt, wo sie fur 24 Stunden bei Raumtemperatur gelagert wurden. Am folgenden
Tag erfolgte die Uberflihrung des Gewebes in vorgewarmte Luxol-Fast-BlueLdsung
(LFB) (100 mg Solvent 38 in 100ml Ethanol [96%] und 0,5 ml Azetatpuffer [10%]). Hierin
wurden die Schnitte Uber Nacht bei 56°C inkubiert. Nach dem erneuten Waschen des
Hirngewebes in entionisiertes Wasser (Milli Q Purification System, Millipore-Milfort, UK)
und PBS fur je 3 Minuten, erfolgte die Fixierung in Litium-Carbonat-Losung (0,05% in
H,0) fur weitere 3 Minuten. Im Anschluss wurden die Schnitte in 70% Ethanol differen-

ziert (2 mal 3 Minuten) und zweifach in PBS gewaschen. Nach dem Farben der Mark-
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scheiden wurden die Kryostatschnitte auf Gelatine-beschichtete Objekttrager aufgezo-
gen, fur max. 30 Minuten luftgetrocknet und im Anschluss fur 2 Minuten in destilliertem
Wasser gewaschen. Danach erfolgte die Farbung mit Kresylviolett fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Der Uberschissige Farbstoff wurde anschlieend durch das Spulen in
Millipore (2 mal 5 Minuten) entfernt. Nach der Dehydrierung der Praparate in einer auf-
steigenden Alkoholreihe (1 Minute in 70% Ethanol, 2 Minuten in 80% Ethanol, 5 Minuten
in 96% und 2 mal 5 Minuten in 100% Ethanol) erfolgte die Uberfiihrung in Xylol (2 mal 5
Minuten) und die Einbettung in Entellan®.

2.7 Dokumentation und Auswertung

2.7.1 Lichtmikrospkopie, graphische und photographische Dokumentation und

Bildverarbeitung

Die Auswertung der Tracing-Versuche erfolgte lichtmikroskopisch an einem Leica-
DMRB-Mikroskop (Leica, Bensheim, Germany). Alle Photographien wurden mit einer
Digitalkamera (Olympus Camedia 4040, Auflésung 8 Millionen Pixel) aufgenommen.
Das Bildmaterial wurde anschlie®end mit Adobe Photoshop CS 2.0 zusammengestellt
und ggf. die Helligkeit und der Kontrast angeglichen. Die Zeichnung der Injektionsstellen
in die Habenula erfolgte mit einem Zeichentubus (Leica), der an einem Leica-DMLS-
Mikroskop adjustiert ist. Fur die Digitalisierung der Bilder diente ein Scanner (HP PSC
1250, 1220 x720 Pixel).

2.7.2 statistische Betrachtungen und Auswertung

Die anterograden Studien wurden orientierend semiquantitativ ausgewertet. Die Angabe
der retrograden Ergebnisse erfolgte primar quantitativ als Zellen pro Unterkern. Die in-
haltliche Auswertung der retrograden Versuche erfolgte deskriptiv unter Berlcksichti-
gung der unterschiedlichen GroRe der Injektionsstellen und der anterograden Tracinger-
gebnisse. Die Grolde der Injektionsstellen wurden naherungsweise uber die Volumen-
gleichung eines Ellipsoides (V=3/4*m*a*b*c) bestimmt. Lediglich im Fall MT05/04 ist der
coronare Querschnitt der Injektionsstelle nicht elliptisch, sodass das Volumen nicht ideal
errechnet werden konnte. Danach ergeben sich orientierend folgende GréfRenlevatiob-

nen fur die einzelnen Injektionsstellen der retrograden Versuche: 1 (MT99/02 und
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MT57/02, kleineste Injektionsstellen); 1,33 (MT55/02); 1,5 (MT01/04); 3 (MT56/02); 3,75
(MT04/04, MT84/02), 5,1 (MT08/04); 5,63 (MT104/02); 6 (82/02); 7 (MT42/02); 9,33
(MT05/04); 10 (MT105/02, grolite Injektionsstelle, 10 mal groler als MT99/02).

In die Auswertung der anterograden Studien gingen lediglich Button-tragend Axone in
der Dorsalen Raphe ein. In den retrograden Studien wurden nur Zellen gewertet, bei
denen ein Zellkern erkennbar war. Die Auswertung der Tracingergebnisse erfolgte in
jeweils einer von insgesamt zehn Serien pro Gewebeblockchen, d.h. in jedem zehnten
Schnitt insgesamt. Bei einer Schichtdicke von 25um betragt der Abstand zwischen zwei
aufeinanderfolgenenden Schnitten einer Serie 250um. Bei einer durchschnittlichen Neu-
ronengrofRe von 6 bis 30 um ist eine Mehrfachzahlung von Neuronen in den benachbar-
ten Schnitten einer Serie (Abstand 250um bei einer Schichtdicke von 25um) nicht mog-
lich. Geht man jedoch von der Uberlegung aus, dass jedem Neuron nur eine Schicht-
ebene zugeordnet ist (alle 25um), muss von einer Uberschatzung der Neuronenzahl pro
visualisiertem Schnitt ausgegangen werden. Um das AusmaR dieser Uberschatzung zu
bestimmen, berechneten wir einen Korrekturfaktor nach der Methode von Abercrombie
(Abercrombie, 1946). An zwei Schnitten mit nominellen Schnittdicken von 20 ym und
30um wurde an fiinf verschiedenen Stellen mit einem 63x Ol-Immersionsobjektiv die
effektive Dicke (z-Achse) gemessen (Williams, et al., 2003). In einem weiteren Schritt
wurde an funf Positionen Fokus-kontrolliert die relative Dicke eines Deckglaschens be-
stimmt und das System durch Messung der realen Dicke mit Hilfe einer Schieberlehre
kalibriert (Williams, et al., 2003). Fur die nominell 20um dicken Kryostatschnitte konnte
eine tatsachliche Dicke von 11um gemessen werden. Die gemessene Schichtdicke fur
die nominell 30pm dicken Schnitte betrug 18um. Fur die gemessenen Zellduchmesser in
den beiden Schnitten ergaben sich nahezu identische Werte von 15,5 +/- 4,1um und
16,7 +/- 4,3um. Daraus ergibt sich nach der Formel von Abercombie ein Korrekturfaktor
von 0,467, sodass bei 25um-Schnitten mit einem Overcount von 117% pro Schnitt ge-

rechnet werden muss.
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Molecular Pro-
bes, USA

2,5% in H20O 4 pA 6 bis 7 Tage

2% in 0,01M Phos-
Vi A ’ 4 uA 6 bis 7 T.
ector, US phat-Puffer u is 7 Tage

List, Biological

Lab., USA 1% in H.0O 1 pA 4 bis 20 Tage
Fluorochrome 1% in 0,1M Ca-

’ ' 1 UA 3 bis6 T
USA codylate H 90 1age

Tabelle 2.2: Ubersicht iber die verwendeten Tracer
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Ziege 1:2.000 Medscand

Meerschwein 1: 2.000 Chemicon

Meerschwein 1: 5.000 Sigma, Deutschland

Maus 1: 2.000 Sigma

Maus 1:10.000 Dako MF

Maus 1: 1.000 Chemicon

Kaninchen 1:2.000 PharMingen, Deutschland

Kaninchen 1: 2.000 Sigma, Deutschland

Kaninchen 1:20.000 Chemicon, USA

Kaninchen 1: 1.000 Peninsula Lab., USA

Kaninchen 1:2.000 Chemicon, USA

Kaninchen 1: 2.000 Chemicon, USA

Kaninchen 1: 1.000 AG Veh, Charité

Kaninchen 1: 5.000 Vector/ Camon, Deutschland

Kaninchen 1:1.000 Molekular Probes, USA

Kaninchen 1: 4.000 Molekular Probes, USA

biotinyliertes goat-anti-

rabbit- Immunglobuin G | 1: 2.000 Vector/Camon, Deutschland
(19G)
b|oF|nyI|ertes horse- 1:2.000 Vector/Camon, Deutschland
anti-goat-IgG

iotinvli h )
bloﬁlny.lertes. orse 1: 2.000 Vector/Camon, Deutschland
anti-guinea pig-1IgG

iotinvli h )
biotinyliertes horse 1: 2.000 Vector/Camon, Deutschland

anti-mouse-lgG

Tabelle 2.3: Ubersicht (iber die in der Immunhistochemie verwendeten Antikdrper.
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Serva, Deutschland

3g Ammoniumnickelsulft in 100 ml H,O

Fluka 09885, Deutschland

1,2 g Essigsaure in 1000 ml H20 bei pH 4,0

FW 60.05; Riedel-de Haén, 33209

Rinderserumalbumin (Bovine Serum Al-
bumin)

Sigma A-7030, Deutschland

Sigma, Deutschland

823 mg Kaliumhexacyanoferrat-ll|
(Ks[Fe(CN)s] in 10 ml H2.O

Sigma P-8183, Deutschland

50 mg 3,3 -Diaminobenzidin in 1 ml H,0

Sigma, Deutschland

10 pl Elite A (Avidin H) und 10 pl Elite B
(Biotinyl-Peroxidase) in 10 ml PBS-A
(1:1000)

Vector/ Camon, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

4% Paraformaldehyd, 0,05% Glutaraldehyd,
0,2% Pikrinsaure in 100 mM Phosphatpuf-
fer

2,2M Sucrose in 100mM Phosphatpuffer
und 42% Ethylenglykol, pH 7,4

Merck, Deutschland

Baker, Deutschland

Heparin-Na-Ratiopharm® 25000

Ratiopharm, Deutschland

Merck, Deutschland

681 mg Imidazol in 10 ml H,O, pH 7,6

Sigmal-0125, Deutschland

Ketamin-50-curamed®

CuraMED, Deutschland

CoCl 2x6H20

Sigma C-2644, Deutschland
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1000mg Kresylviolettacetat in 500ml 20mM
Acetat-Puffer bei pH 4,0

Sigma C-5042, Deutschland

0.01% Lithiumkarbonat in H2O

Sigma, Deutschland

Fresenius, Deutschland

Solvent 38; 100mg Solvent 38 in 100ml
96% Ethanol und 0,5ml 10% Essigsaure

Sigma, Deutschland

20 ml Maleat-Stock in 80 ml H.O

11,6 g Maleinsaure in 200 ml H20 bei pH
6.0

Sigma M-0375, Deutschland

Sigma, Deutschland

5% Saccharose in 100 mM Phosphatpuffer,
pH 7,4

Natriumazid 10% in H.O

Sigma, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Fluka 71405

Normalziegeserum (Normal Goat Serum,
10% in PBS)

Interchem 301001, Deutschland

Normalpferdeserrum (Normal Horse Serum,
10% in PBS)

Sigma, Deutschland

4%ig

Merck, Deutschland

Phosphate Buffer Saline; 150 mM Natrium-
chlorid in 10 mM Phosphatpufferiésung pH
7.4

2 ml PBS-A Stock in 18 ml PBS

400 mg BSAin 20 ml PBS

1:2.000

Merck 807250, Deutschland

0,01 M NaH2PQO4in H20

Merck, Deutschland

0,2%

Merck, Deutschland

Saccharose

Merck, Deutschland
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SigmaT-5125, Deutschland

1:20, 12,29 Trishydroxy-
methylaminomethan in 100ml H2O, pH 7,4

Tabelle 2.4: Verwendete Chemikalien und Lésungen
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3. Ergebnisse

3.1 Die Morphologie und Zytoarchitektur der Dorsalen Raphe

Die Dorsale Raphe (DR) wird bei der Ratte im Allgemeinen in finf Subareale einge-
teilt — in die dorsale, ventrale, ventrolaterale, rostrale und kaudale DR (Paxinos and
Watson, 1989). Diese Unterteilung orientiert sich an den zytoarchitektonischen Cha-
rakteristika der Neurone in der Nissl-Farbung und der Verteilung serotoninerger Zel-
len. Bereits in der lichtmikroskopischen Betrachtung finden sich jedoch Areale unter-
schiedlicher Zellmorphologie und Zelldichte innerhalb dieser Subareale. Dies deutet
darauf hin, dass die Substruktur der DR differenzierter ist als bisher angenommen.
Die Absicherung einer auf morphologischer Basis vermuteten Feindifferenzierung von
Kerngebieten ist haufig Gber chemoarchitektonische Kriterien mdglich (Geisler, et al.,
2003). Die Existenz verschiedener Neurotransmitter und Neuromodulatoren in der
Dorsalen Raphe ist bekannt (Tab. 2.1, S. 37). Eine detaillierte Ubersicht tiber die Lo-
kalisation dieser Neuromarker ist jedoch bisher lediglich fur das Primatenhirn verfug-
bar (Charara and Parent, 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde daher zunachst versucht, die Existenz potentieller
Subareale in der DR durch die Analyse der genauen Lokalisation von Marker-
Molekulen zu verifizieren. Dazu wurde die Verteilung einer Reihe von Neurotransmit-
tern, Neuromodulatoren sowie der zugehdrigen Enzyme (Tyrosinhydroxylase (TH),
Dopamin-Beta-Hydroxylase (DBH), Glutamatdecarboxylase (GADgs/GADg7), Calbin-
din (Calb), Galanin (Gala), Substanz-P-Rezeptor NK1 (NK1-R), Neurotensin (NT),
Cholinacetyltransferase (ChAT)) innerhalb der Grenzen der DR immuncytochemisch

untersucht.

Begriffserklarung

Zum besseren Verstandnis der anatomischen Strukturen wird im Folgenden der Be-
griff ,Zone“ fur den jeweiligen Abschnitt der Dorsalen Raphe in ihrer rostrokaudalen
Ausdehnung benutzt. Man unterscheidet eine rostrale (rDR) von einer zentralen
(zDR) und einer kaudalen (kDR) Zone. Die zentrale Zone lasst sich wiederum in ei-
nen rostralen und einen kaudalen Anteil einteilen. Der Begriff ,Bereich“ bezieht sich

hingegen im Folgenden auf die Lage der anatomischen Strukturen in der Koronar-
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ebene - also die ventrodorsale sowie mediolaterale Lokalisation bezogen auf die
Longitudinalachse des Hirnstammes (Meynert-Achse). Die Zentrale Zone der DR hat
den hochsten Neuronenanteil. Die Dorsale Raphe besitzt in diesem Teil seitliche Aus-

laufer - die so genannten ,Wings*.

FiUr die Darstellung der morphologisch differenzierbaren Subareale der DR wurden
entlang der rostrokaudalen Achse vier reprasentative Ebenen gewahlt, in denen die
Subareale am deutlichsten sind (Abb. 3.1, Seite 59). Die erste Ebene befindet sich
am Ubergang von der rostralen (rDR) zur zentralen (zDR) Zone der DR (Abb. 3.1A
und A, S. 59). Sie liegt auf der Hohe des kaudalen Endes des Nucleus trochlearis
(Bregma -7,5 mm;(Paxinos and Watson, 1989). Die zweite Ebene befindet sich bei
Bregma -7,8 mm in der rostralen zDR (Abb. 3.1B und B’, S. 59). Die kaudale zDR ist
in der dritten Ebene dargestellt (Abb. 3.1C und C’, S. 59). Sie befindet sich bei Breg-
ma -8,0 mm. Die vierte Ebene (Abb. 3.1D und D’, S. 59) stellt den Ubergang von der
kaudalen zDR in die kDR dar und liegt bei Bregma -8,3 mm.

3.1.1 In der Dorsalen Raphe lassen sich zehn Subareale morphologisch abgrenzen

Nach lichtmikroskopischen Kriterien lassen sich anhand der Morphologie und Vertei-
lung der Nervenzellsomata und des Neuropils in der Kresyl-Violett bzw. Kliver-
Barrera-Farbung sowie unter Berucksichtigung der Expression verschiedener Neuro-
transmittern und Neuromodulatoren insgesamt zehn Unterkerne innerhalb der DR

abgrenzen.

Die meisten morphologisch abgrenzbaren Unterkerne liegen in der zentralen Zone
der DR. Dazu gehodren der ventromediale, der interfaszikulare, der ventromediane,
der intermediomediane, der dorsomediane, der dorsolaterale, der intermediolaterale
und der ventrolaterale Unterkern. Aulderhalb der zentralen Zone liegen der rostrale

und der kaudale Unterkern der DR.

3.1.1.1 Der rostrale Unterkern der Dorsalen Raphe

Der rostrale Unterkern der DR (DRr) befindet sich auf der Hohe des Nucleus oculo-

motorius und des rostralen Nucleus trochlearis im Mesencephalon. Er ist klein und
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daher in Abb.3.1. (S. 59) nicht, wohl aber in Abb. 3.7 (S. 70) dargestellt. Der DRr be-
steht aus einer schmalen, vom Aquadukt in Richtung Fasciculus longitudinalis media-
lis verlaufenden Zellgruppe in der Medianebene des Mittelhirns und bildet zusammen
mit dem interfaszikularen Unterkern die rostrale Zone der DR. In diesem Gebiet fin-
den sich verhaltnismalig wenige serotoninerge Nervenzellen. Die Neurone des DRr
sind im Gegensatz zu den fusiformen Somata des interfaszikularen Unterkerns Uber-
wiegend triangular und multipolar. Sie lassen sich in der Nissl-Farbung nur schwer
von den Neuronen des Periaquaduktalen Grau (PAG) zu unterscheiden. Die Dichte
der myelinisierten Fasern ist in der rDR und rostralen zDR am hdchsten, wahrend sie
nach kaudal abnimmt. Im DRr lassen sich zahlreiche katecholaminerge (TH-positive)
und einige noradenerge (DBH-exprimierende) Nervenfasern visualisieren. Besonders
hoch ist der Anteil der TH-positiven Nervenfasern in den ventralen Anteilen des DRr
am Ubergang zum interfaszikuldren Unterkern. Im dorsalen DRr liegen jedoch auch
einige TH-positive Somata. Der DRr enthalt deutlich weniger GADgs-positive Fasern
als die weiter kaudal gelegenen Zonen der DR (Abb. 3.2F, S. 60). GADg7-
exprimierende Neurone kommen nur vereinzelt vor. Einige Nervenfasern im ventralen
Bereich des Unterkerns sowie einzelne Somata im dorsalen Bereich des DRr expri-
mieren das calciumbindende Protein Calbindin. Das Neuropeptid Galanin findet sich
hingegen nur in einigen Nervenfasern und nicht in den Zellkérpern der Neurone des
DRr. Der Substanz-P-Rezeptor NK1-R wird von einigen Somata des DRr exprimiert.
Zusatzlich finden sich im dorsalen Bereich des Unterkerns auch NK1-R-positive Ner-
venfasern. Einzelne Nervenfasern am Ubergang in die zentrale Zone der DR expri-
mieren das Neuropeptid Neurotensin. Der DRr besitzt keine cholinergen Neurone
(ChAT negativ).

3.1.1.2 Der interfaszikulédre Unterkern der DR

Der interfaszikulare Unterkern (DRIf) erstreckt sich entlang der gesamten rostrokau-
dalen Ausdehnung der DR (Abb. 3.1A-D, S. 59). Er liegt zwischen den beiden Fasci-
culi longitudinales mediales (medial longitudinal fasciculus, mif) im ventralen Bereich
der DR. Im Bereich der rDR dehnt sich der DRif im Vergleich zu seinen kaudalen An-
teilen weiter nach dorsal in Richtung Aquadukt aus und geht dann in den DRr Uber.
Der DRIf zeichnet sich durch kleine fusiforme Neurone und ein feines, schwach
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myelinisiertes Neuropil aus. Sowohl Fasern als auch Neurone sind streng dorsovent-
ral ausgerichtet. Die Mehrzahl dieser Neurone enthalt Serotonin. Nur in der kauda-
len zDR finden sich keine 5-HT-positiven Somata, aber serotoninge Fasern im DRIif
(Abb. 3.1A-D, S. 59). Calbindin-positive Fasern durchziehen den DRIif fast in seiner
gesamten rostrokaudalen Ausdehnung. In der rostralen und kaudalen Zone der DR
sind diese Fasern median angeordnet, wahrend sie in der rostralen zDR und der
kaudalen zDR diese paramedian verlaufen. Nur der paramediane Bereich der zentra-
len Zone besitzt keine Calbindin-positiven Fasern (Abb. 3.2A, Abb. 3.3A, Abb. 3.4A,
Abb. 3.5C, S. 60 ff.). TH und DBH sind im DRIif ahnlich verteilt, wobei die Anzahl der
TH-positiven Fasern generell etwas hoher ist, als die Zahl der DBH-positiven Nerven-
fasern. Im rostralen Anteil des DRIf findet sich ein dichtes Netz TH-exprimierender
Fasern, wahrend die kaudale Zone nur vereinzelt TH-positive Fasern enthalt (Abb.
3.2B, Abb. 3.3D, Abb. 3.4F, S. 60 ff.). Der DRIif wird von zahlreichen GADgs-positive
Nervenfasern durchzogen, wahrend der Anteil an GADg7-positven Neuronen sehr
gering ist (Abb. 3.2F, Abb. 3.3G, Abb. 3.4G, Abb. 3.5E, S. 60 ff.). Lediglich in der rost-
ralen Zone finden sich einige kleine GADg7; exprimierende Somata und vereinzelte
Fasern (Abb. 3.2G, Abb. 3.3F, S. 60 f.). Das Neuropeptid Galanin wird in von vielen
Nervenfasern in der rostralen Zone des DRIif exprimiert. In der zentralen Zone besitzt
der DRIif kleinere Galanin-positive Somata. Der kaudale Bereich des DRIf besitzt so-
wohl einige Galanin-haltige Fasern als auch Somata (Abb. 3.2C, Abb. 3.3B, Abb.
3.4B, Abb. 3.5D, S. 60 ff.). In den rostralen Anteilen des DRIif exprimieren sowohl ei-
nige Fasern als auch kleinere fusiforme Somata den somatodentritischen NK1-
Rezeptor. Weiter nach kaudal nimmt die NK1-R-Expression weiter ab, sodass sich
nur noch vereinzelt NK1-Rezeptor tragende Neurone nachweisen lassen. Insgesamt
ist der Anteil NK1-R-positiver Neurone im DRIif eher niedrig (Abb. 3.2E, Abb. 3.3C,
Abb. 3.4C, S. 60 ff.). Das Neuropeptid Neurotensin (NT) lasst sich nur in sehr weni-
gen Nervenfasern des DRif nachweisen (Abb. 3.2D, Abb. 3.3E, Abb. 3.4D, Abb. 3.5A,
S. 60 ff.). Der DRIif grenzt sich dadurch in kDR gut vom NT-reichen Nucleus rhab-
doideus (Rbd) ab (Abb. 3.5A, S. 63), welcher als medialer Anteil der medianen Ra-
phe angesehen wird (Paxinos and Watson, 1989). Der DRIf besitzt keine choliner-

gen Neurone (Abb. 3.5B, S. 63, fur Ubrige Ebenen nicht gezeigt).
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3.1.1.3 Der ventromediale Unterkern der DR

Der ventromediale Unterkern der DR (DRvml) erstreckt sich von der rostralen zentra-
len Zone bis in Ubergangszone zur kaudalen Dorsalen Raphe (Abb. 3.1 A bis D, S.
59). Die Neurone des DRvml sind grdfder als die des DRIif und des DRvmn. Sie ha-
ben eine runde Form und ihr Zytoplasma ist stark basophil (Abb. 3.1 A, B’, C’, D’, S.
59).

Der Anteil an serotoninergen Neuronen ist sehr hoch. Diese sind uberwiegend nach
dorsolateral orientiert (Abb. 3.1 A, B, C, D, S. 59). Das Neuropil des DRvml ist fein
myelinisiert und ebenfalls nach dorsolateral ausgerichtet (Abb. 3.1 A, B’, C’, D’, S.
59). Die beiden Neuropeptide Galanin und Neurotensin sowie Calbindin und Tyrosin-
hydroxylase besitzen einen ausgepragten rostrokaudalen Gradienten im DRvml.
Calbindin-positive Fasern bilden ein dichtes Fasernetz am Ubergang von der rostra-
len in die zentrale Zone der DR, wahrend der DRvml in der zentralen Zone bereits
kaum noch Calbindin-immunoraktive Fasern besitzt (Abb. 3.2A, Abb. 3.3A, Abb. 3.4A,
Abb. 3.5 C, S. 60 ff.). Das Neuropeptid Galanin Iasst sich ebenfalls in der rostralen
zentralen Zone in zwei Faserstrangen dorsomedial des mlif im DRvml nachweisen
(Abb. 3.2C, S. 60). Weiter kaudal finden sich im DRvml keine Galanin-positiven Ner-
venfasern mehr, jedoch Galanin-haltige Somata. Der Anteil der Galanin-positiven
Nervenkorper nimmt nach kaudal ebenfalls stark ab (Abb. 3.2C, Abb. 3.3B, Abb.
3.4B, Abb. 3.5D, S. 60 ff.). Im DRvmlI verlaufen am Ubergang von der rDR zur zDR
zwei dichte NT-positive Faserbindel in dorsoventraler Orientierung (Abb. 3.2D, S.
60). Weiter kaudal kommen im DRvml nur noch wenige NT-positve Nervenfasern vor
(Abb. 3.2D, Abb. 3.3E, Abb. 3.4D, Abb. 3.5A, S. 60 ff.). Im DRvml finden sich in der
rostralen zDR ebenfalls zwei starke TH-exprimierende Faserbindel (Abb. 3.2B, S.
60). Diese verlaufen im Vergleich zu den NT-positiven Neuriten etwas weiter medial
im Unterkern und besitzen ebenfalls eine dorsoventrale Orientierung. Im rostralen
DRvml gibt es zusatzlich auch einige TH-positive Somata. Weiter kaudal besitzt der
DRvml nur noch wenige TH-positive Nervenfasern (Abb. 3.2B, Abb. 3.3D, Abb. 3.4F,
S. 60 ff.). Im DRvml kommen nur einzelne DBH-positive Nervenfasern vor (Abb.
3.2H, Abb. 3.3H, Abb. 3.4E, S. 60 ff.). GABAerge Neurone sind Uber den gesamten
Unterkern verteilt. Das Isoenzym GADg; kommt vor allem in den Neuronen der zent-

ralen Zone vor. Die Zelldichte der GADg7 —positiven Somata ist im DRvml hoher als in
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den dorsalen Bereichen der DR (Abb. 3.2G, Abb. 3.3F, S. 60 f.). Die Farbung gegen
GADegs ist in insgesamt kraftiger im Vergleich zu GADg;. Der DRvmI besitzt in seiner
gesamten Ausdehnung ein dichtes Fasernetz aus GADgs-exprimierenden Nervenfa-
sern (Abb. 3.2F, Abb. 3.3G, Abb. 3.4G, Abb. 3.5E, S. 60 ff.). Der DRvmI besitzt keine
ChAT-positiven Neurone (Abb. 3.5B, S.63, in Ubrigen Ebenen nicht dargestellt).

3.1.1.4 Der ventromediane Unterkern der DR

Der ventromediane Unterkern (DRvmn) besitzt verglichen mit dem DRvml ein locke-
res Zellbild. Seine Neurone haben vornehmlich runde Somata. Im DRvmn liegen je-
doch auch kleinere, eher fusiforme Neurone. Sowohl die Dichte der Neurone als auch
der Anteil serotoninerger Neurone ist niedriger als im DRvml, jedoch hoher als in
den dorsal angrenzenden Unterkernen (DRimn, DRIil). Insgesamt nimmt der Zelldich-
te nach kaudal hin etwas ab (Abb. 3.1A-C, A-C’, S. 59). Der Gehalt an Calbindin-
positiven Neuronen ist gering. Lediglich in der rostralen zentralen Zone der DR finden
sich im DRvmn vereinzelt Calbindin-haltige Somata und Nervenfasern (Abb. 3.2A,
Abb. 3.3A, Abb. 3.4A, Abb. 3.5C, S. 60 ff.). Das Neuropeptid Galanin kommt eben-
falls nur in wenigen Neuronen des Unterkerns vor. Im rostralen DRvmn finden sich
vornehmlich Galanin-haltige Nervenfasern, in den zentralen Anteilen des DRvmn e-
her Galanin-haltige Somata (Abb. 3.2C, Abb. 3.3B, Abb. 3.4B, S. 60 ff.). Die kaudalen
Anteile des DRvmn enthalten kaum Galanin (Abb. 3.4B, Abb. 3.5D, S. 62 f.). Der so-
matodendritische NK1-Rezeptor Iasst sich auf vielen kleinen Neuronen des DRvmn
nachweisen. NK1-R-positive Fasern aus dem DRimn strahlen vereinzelt in den
DRvmn aus (Abb. 3.2E, Abb. 3.3C, Abb. 3.4C, S. 60 ff.). Der DRvmn ist in seiner ge-
samten rostrokaudalen Ausdehnung von einem relativ dichten Netz GADgs-positiver
Nervenfasern durchzogen. Lediglich der angrenzende DRVI besitzt in der rostralen
zDR einen noch hoheren Anteil an GADgs-exprimierenden Nervenfasern (Abb. 3.2F,
Abb. 3.3G, Abb. 3.4G, Abb. 3.5E, S. 60 ff.). Das Isoenzym GADs7 lasst sich hingegen
vornehmlich in den Anteilen der rostralen und rostralen zentralen Zone des DRvmn
nachweisen. In der rDR befinden sich sowohl GADg7-positive Fasern als auch kleine,
fusiforme Somata, in der zDR hingegen nur noch Somata (Abb. 3.2G, Abb. 3.3F, S.
60 f.). Der DRvmn wird in der rDR und rostralen zDR in seinen lateralen Bereichen

von zwei dichten Faserbundeln durchzogen, welche TH-exprimieren (Abb. 3.2B, Abb.
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3.3D, S. 60 f.). Weiter kaudal finden sich nur vereinzelt TH-positive Neurone und Fa-
sern im Unterkern (Abb. 3.4F, S. 62). Der DRvmn wird ebenfalls von einigen DBH-
exprimierenden Fasern durchzogen. Im Vergleich zu den TH-positiven Nervenfasern
ist ihr Anteil jedoch viel geringer und ihre Verteilung eher diffus (Abb. 3.2H, Abb.
3.3H, Abb. 3.4E, S. 60 ff.). Der DRvmn besitzt keine Immunoreaktivitat fur Choli-
nacetyltransferase (Abb. 3.5B, S. 63).

3.1.1.5 Der intermediomediane Unterkern der DR

Der intermediomediane Unterkern (DRimn) besteht aus vorwiegend kleinen fusifor-
men und einigen mittelgroRen ovalen Neuronen. Die Zelldichte nimmt nach kaudal
hin ab. In der kaudalen zDR lassen sich einige schwach myelinisierten Nervenfasern
nachweisen, welche mediolateral orientiert sind. Nur wenige der Nervenzellen enthal-
ten Serotonin. (Abb. 3.1 A-D, A-D’, S. 59). Der DRimn besitzt einen sehr geringen
Anteil an Calbindin-positiven Neuronen. Es lassen sich nur vereinzelt eingestreute
Calbindin-haltige Somata und Fasern nachweisen (Abb. 3.2A, Abb. 3.3A, Abb. 3.4A,
Abb. 3.5C, S. 60 ff.). Der Anteil an Galanin-positiven Nervenzellen- und Nervenfa-
sern ist ebenfalls sehr gering. In der rDR und der rostralen zDR wird der DRimn von
einigen Galanin-haltigen Nervenfasern durchzogen. In der zentralen Zone grenzt sich
der DRimn durch das Fehlen von Galanin-haltigen Neuronen und Fasern deutlich von
den anderen Unterkernen ab (Abb. 3.2C, Abb. 3.3B, Abb. 3.4B, Abb. 3.5D, S. 60 ff.).
Der DRimn wird in seiner gesamten Ausdehnung von einem Netz neurotensinhalti-
ger Axone durchzogen. Eine besonders hohe Anzahl findet sich in der rostralen zDR
(lateraler Bereich des DRimn) und der kaudalen zDR (gute Abgrenzung gegen NT-
negativen DRdmn) (Abb. 3.2D, Abb. 3.3E, Abb. 3.4D, Abb. 3.5A, S. 60 ff.). Das auffal-
ligste Merkmal des DRimn ist sein extrem hoher Gehalt an NK1-Rezeptor-
exprimierenden Nervenfasern und Somata. Insbesondere in der rostralen zentralen
Zone konvergieren im DRimn zahlreiche NK1-Rezeptor exprimierender Dendriten
(Abb. 3.3C, S. 61). Weiter rostral und kaudal ist der Gehalt an NK1-Rezeptor-
positiven Nervenfasern geringer, sodass die im DRimn gelegenen NK1-positiven
Somata sichtbar werden (Abb. 3.2E, Abb. 3.3C, Abb. 3.4C, S. 60 ff.).

Der DRimn wird von einem feinen Netz GADgs-positiver Nervenfasern durchzogen,
wobei ihr Anteil von rostral nach kaudal zunéchst abnimmt. Am Ubergang von der
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zDR zur kDR besitzt der DRimn jedoch wieder ein sehr dichtes Netz aus GADgs-
exprimierenden Nervenfasern (Abb. 3.2F, Abb. 3.3G, Abb. 3.4G, Abb. 3.5E, S. 60 ff.).
GADg7-haltige Neurone finden sich vor allem in den rostralen Anteilen der zDR. Nach
kaudal hin wird ihr Anteil sehr gering (Abb. 3.2G, Abb. 3.3F, S. 60 f.). Der DRimn be-
sitzt kaum TH-Immunoreaktivitat. Nur am Ubergang zu rDR wird der Unterkern von
einigen TH-positiven Nervenfasern durchzogen. In der zDR grenzt er sich deutlich
gegen die TH-positiven DRdI und DRIl ab (Abb. 3.2B, Abb. 3.3D, Abb. 3.4F, S. 60 ff.).
Der DRimn besitzt einige, Uber den gesamten Unterkern gleichmalig und netzartig
verteilte DBH-exprimierende Nervenfasern (Abb. 3.2H, Abb. 3.3H, Abb. 3.4E, S. 60
ff.). Cholinerge Neurone finden sich im DRimn nicht (ohne Abbildung).

3.1.1.6 Der dorsomediane Unterkern der DR

Der dorsomediane Unterkern (DRdmn) besitzt eine relativ kurze rostrokaudale Aus-
dehnung (Abb. 3.1A-C, A-C’, S. 59). Er fallt besonders durch seine dicht gepackten
Neurone auf. Diese sind uberwiegend grof3, oval und zeigen ein stark basophiles
Zytoplasma mit deutlich abgrenzbaren Nucleolus. Nur wenige myelinisierte Fasern
durchziehen den DRdmn in ventrolateraler Orientierung. Der Anteil an serotoniner-
gen Neuronen ist sehr hoch (Abb. 3.1 A-D, S. 59). Der DRdmn ist uberwiegend
Calbindin-negativ. Lediglich in der rostralen zDR finden sich einige Somata und Ner-
venfasern, weiter kaudal nur vereinzelte Somata. Der DRdmn grenzt sich dadurch
deutlich von den Calbindin-reicheren lateralen Unterkernen ab (Abb. 3.2A, Abb. 3.3A,
Abb. 3.4A, S. 60 ff.). Galanin findet sich lediglich in einigen Nervenfasern des rostra-
len Anteils sowie einzelnen Somata des kaudalen Anteils des Unterkerns (Abb. 3.2C,
Abb. 3.3B, Abb. 3.4B, S. 60 ff.). In den rostralen Anteilen des DRdmn verlaufen neu-
rotensinhaltige Nervenfasern in dorsoventraler Orientierung, in der zDR sind diese
weniger dicht gelegen und verlaufen netzartig. In der kaudalen zDR grenzt sich der
NT-negative DRdmn deutlich gegen den NT-positiven DRimn ab (Abb. 3.2D, Abb.
3.3E, Abb. 3.4D, S. 60 ff.). NK1-Rezeptor-positive Nervenfasern finden sich vor al-
lem in den rostralen Anteilen des Unterkerns. Weiter kaudal enthalt der DRdmn we-
niger Fasern, jedoch kleine NK1-R-positive Somata (Abb. 3.2E, Abb. 3.3C, Abb.
3.4C, S. 60 ff.). Der gesamte DRdmn besitzt ein relativ dichtes Netz aus GADgs-
immunoreaktiven Neuriten (Abb. 3.2F, Abb. 3.3G, Abb. 3.4G, S. 60 ff.). In den rostra-
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len Anteilen gibt es einige GADg7-positive Somata und Nervenfasern (Abb. 3.2G,
Abb. 3.3F, S. 60 f.).

Der DRdAmn besitzt abgesehen von seinen rostralen Anteilen kaum TH-positive Fa-
sern. Lediglich die Randereiche des Unterkerns werden von TH-positiven Fasern aus
benachbarten Strukturen durchquert (z.B. subependymales, dopaminerges Fasern-
netz des PAG, DRdI, DRIil) (Abb. 3.2B, Abb. 3.3D, Abb. 3.4F, S. 60 ff.). DBH-positive
Nervenfasern bilden ein lockeres Netz im DRdmn ohne rostrokaudalen Gradienten
(Abb. 3.2H, Abb. 3.3H, Abb. 3.4E, S. 60 ff.). Im DRdmn finden sich keine choliner-
gen Neurone (ohne Abbildung).

3.1.1.7 Der dorsolaterale Unterkern der DR

Nur in der zentralen Zone der DR finden sich die charakteristischen seitlichen Auslau-
fer (,Wings®) (Abb. 3.1B und B’, C und C’, S. 59). Sie bestehen aus je drei Unterker-
nen auf jeder Seite (dorsolateraler Unterkern: DRdI; intermediolateraler Unterkern:
DRIil; ventrolateraler Unterkern: DRvl). Am Ubergang zur rostralen und kaudalen Zo-
ne sind die Wings nur noch rudimentar vorhanden (Abb. 3.1A und A’; Abb. 3.1D und
D’, S. 59). Im kaudalen Bereich der zentralen Zone wird der DRdI durch den sich in
Richtung Aquadukt ausdehnenden DRIl in je zwei Anteile unterteilt (Abb. 3.1C und C’,
S. 59). Das Zellbild im DRdI ist sehr gemischt. Er besteht aus Uberwiegend mittelgro-
Ren fusiformen und einigen kleineren ovaloiden Zellen. Dazwischen liegen einge-
streute groRRere runde oder dreieckige Neurone. Die Neuronendichte ist insgesamt
geringer als in den medianen Unterkernen, jedoch im Vergleich zu den beiden ande-
ren lateralen Unterkernen am hochsten. Der DRdI enthalt wenige, nach kaudal hin
zunehmend myelinierte Fasern (Abb. 3.1A-D’, S. 59). Der Anteil serotoninerger
Nervenzellen ist durchschnittlich. Dabei exprimieren vor allem die gréf3eren und tri-
angularen Neurone 5-HT. lhre Fortsatze lassen sich uber relativ weite Strecken ver-
folgen und bilden teilweise Faserngeflechte (Abb. 3.1A-D, S. 59). Der DRdI besitzt
einen hohen Anteil Calbindin-haltiger Neurone. Insbesondere in den rostralen Antei-
len des Unterkerns lassen sich auch einige Calbindin-haltige Nervenfasern nachwei-
sen (Abb. 3.2A, Abb. 3.3A, Abb. 3.4A, Abb. 3.5C, S. 60 ff.). Galanin kommt vor allem
in den rostralen Anteilen des Unterkerns vor. Insbesondere in der rostralen zDR las-
sen sich zahlreiche Galanin-haltige Nervenfasern im DRdI, DRil und DRvl nachwei-
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sen. Eine Differenzierung der drei Unterkerne untereinander ist durch die Galanin-
Immunhistochemie nicht moglich. Weiter kaudal lassen sich einzelne, sehr kleine Ga-
lanin-exprimierende Nervenzellen visualisieren (Abb. 3.2C, Abb. 3.3B, Abb. 3.4B,
Abb. 3.5D, S. 60 ff.). Der DRdI besitzt einen relativ hohen Anteil Neurotensin-haltiger
Fasern. Ihr Anteil nimmt von rostral nach kaudal hin ab (Abb. 3.2D, Abb. 3.3E, Abb.
3.4D, Abb. 3.5A, S. 60 ff.). Nur wenige Somata und Nervenfasern des DRdI exprimie-
ren den Substanz-P-Rezeptor NK1-R. Lediglich in der kaudalen zDR finden sich
haufiger NK1-Rezeptor-positive kleine Somata (Abb. 3.2E, Abb. 3.3C, Abb. 3.4C, S.
60 ff.). Der DRdI besitzt ein dichtes GADgs-positives Fasernetz. Die Nervenfaserdich-
te nimmt von rostral nach kaudal hin stetig zu (Abb. 3.2F, Abb. 3.3G, Abb. 3.4G, Abb.
3.5E, S. 60 ff.). Der DRdI besitzt ausserdem mehr GADg7-haltige Neurone (Somata
und Fasern) als der DRdmn und die beiden lateralen Unterkerne DRIl und DRvI (Abb.
3.2G, Abb. 3.3F, S. 60 ff.). Der DRdI zeichnet sich durch ein sehr dichtes Netz TH-
haltiger Nervenfasern aus (Abb. 3.2B, Abb. 3.3D, Abb. 3.4F, S. 60 ff.). Von allen Un-
terkernen der DR besitzt der DRdI den grofdten Anteil an DBH-immunoreaktiven Ner-
venfaserm. Weiter kaudal lassen sich auch einige Somata in den weniger dicht lie-
genden Nervenfasernetzen nachweisen (Abb. 3.2H, Abb. 3.3H, Abb. 3.4E, S. 60 ff.).
Das auffalligste Merkmal des DRdI ist, sein Gehalt an cholinergen Neuronen in sei-
nen kaudalsten Anteilen. Moglicherweise handelt es sich hierbei um eingewanderte
Neurone aus dem LDTg (Abb. 3.5B, S. 63).

3.1.1.8 Der intermediolaterale Unterkern der DR

Die Neuronendichte im intermediolateralen Unterkern der DR (DRIil) ist sehr gering.
Die Somata der Nervenzellen sind eher klein und oval bis fusiform. Die fusiformen
Neurone besitzen eine mediolaterale Orientierung. Der DRIl enthalt mehr myelinisier-
te Fasern als der DRdI. Diese sind ebenfalls von medial nach lateral ausgerichtet
(Abb. 3.1A-C’, S. 59). Der Anteil serotoninerger Neurone ist eher gering (Abb. 3.1A-
C, S. 59). Wie alle lateralen Unterkerne, so enthalt auch der DRIl viele Calbindin-
positive Somata und Fasern. Dabei gibt es einen von rostral nach kaudal fallenden
Gradienten (Abb. 3.2A, Abb. 3.3A, Abb. 3.4A, S. 60 ff.). Der DRIl besitzt in seinen
rostralen Anteilen einen hohen und in den kaudalen Anteilen einen geringen Gehalt
an Galanin-haltigen Fasern. In der rostralen zDR grenzt sich der DRIl deutlich vom
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Galanin-negativen DRimn ab. In der kaudalen zDR sind vereinzelt Galanin-haltige
Somata nachzuweisen (Abb. 3.2C, Abb. 3.3B, Abb. 3.4B, S. 60 ff.). Der DRIl besitzt
wie alle lateral gelegenen Unterkerne nur einzelne NK1-Rezeptor-exprimierende
Neurone (Abb. 3.2E, Abb. 3.3C, Abb. 3.4C, S. 60 ff.). Der DRIl ist in seiner gesamten
Ausdehnung von einem mitteldichten NT-haltigem Fasernetz durchzogen. In der rost-
ralen zDR ist der Anteil NT-positiver Neuriten im DRIl besonders hoch (Abb. 3.2D,
Abb. 3.3E, Abb. 3.4D, S. 60 ff.). Der DRIl besitzt vor allem in seinen weiter kaudal
gelegenen Anteilen ein relativ dichtes Netz aus katecholaminergen (TH-positiven)
Nervenfasern (Abb. 3.2B, Abb. 3.3D, Abb. 3.4F, S. 60 ff.). Der Anteil an DBH-
exprimierenden Nervenfasern ist im Vergleich zur TH im DRIl deutlich geringer (Abb.
3.2H, Abb. 3.3H, Abb. 3.4E, S. 60 ff.). Im DRIl lassen sich keine cholinergen, jedoch
einige GABAerge Neurone nachweisen. In der immunhistochemischen Farbung ge-
gen GADg; lassen sich einige kleine Neurone und einzelne Fasern vor allem in den
weiter rostral gelegenen Anteilen des Unterkerns nachweisen (Abb. 3.2G, Abb. 3.3F,
S. 60 ff.). Der DRIl wird besitzt ein dichtes Fasernetz aus GADgs-positiven Nervenfa-
sern (Abb. 3.2F, Abb. 3.3G, Abb. 3.4G, S. 60 ff.).

3.1.1.9 Der ventrolaterale Unterkern der DR

Neben vereinzelten groReren, runden Zellen sind die Neurone des ventrolateralen
Unterkerns (DRvl) Uberwiegend klein und fusiform. Insgesamt ist die Neuronendichte
sehr gering (Abb. 3.1A-D’, S. 59). Nur wenige Neurone enthalten Serotonin (Abb.
3.1A-D, S. 59). Der DRvI enthalt relativ viele myelinisierte Fasern, welche nach dor-
solateral verlaufen. (Abb. 3.1A-D’, S. 59). Verglichen mit dem DRdI und DRIil enthalt
der DRvI nur wenige Calbindin-haltige Neurone und Nervenfasern. Diese liegen vor
allem in den rostralen Anteilen des Unterkerns (Abb. 3.2A, Abb. 3.3A, Abb. 3.4A, S.
60 ff.). Einige Nervenfasern des DRvl der rostralen zDR enthalten Galanin (Abb.
3.3B, S. 61). Weiter rostal und kaudal finden sich deutlich weniger Galanin-positive
Neuriten, jedoch vereinzelte Somata im DRvl (Abb. 3.2C, Abb. 3.4B, S. 60, S. 62). In
zahlreichen Nervenfasern des rostralen DRvl kommt Neurotensin vor. Weiter kaudal
ist der Anteil der NT-positiven Nervenfasern deutlich geringer (Abb. 3.2D, Abb. 3.3E,
Abb. 3.4D, S. 60 ff.). Nur wenige Nervenfasern und Somata des DRvl exprimieren
den Substanz-P-Rezeptor NK1. (Abb. 3.2E, Abb. 3.3C, Abb. 3.4C, S. 60 ff.). In der
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rostralen zDR wird der DRvl von den Auslaufern der beiden TH-positiven Faserbun-
del durchzogen, welche vom Fasciculus longitudinalis medialis (mlIf) zum Aquadukt
ziehen (Abb. 3.2B, S. 60). Weiter kaudal ist der DRvl Uberwiegend TH-negativ (Abb.
3.3D, Abb. 3.4F, S. 61 f.). Auch der Anteil an DBH-positiven Nervenfasern ist aufRerst
gering (Abb. 3.2H, Abb. 3.3H, Abb. 3.4E, S. 60 ff.). Cholinerge Neurone finden sich
im DRuvI nicht (ohne Abbildung). In den rostralen Anteilen des Unterkerns finden sich
zahlreiche GADgs-haltige Nervenfasern. lhr Anteil nimmt nach kaudal hin ab (Abb.
3.2F, Abb. 3.3G, Abb. 3.4G, S. 60 ff.). Das Isoenzym GADeg7 lasst sich in ebenfalls
uberwiegend rostral im DRvl nachweisen, wahrend der Anteil der GADg7-positiven
Somata und Fasern nach kaudal hin abnimmt (Abb. 3.2G, Abb. 3.3F, S. 60 f.).

3.1.1.10 Der caudale Unterkern der Dorsalen Raphe

Der caudale Unterkern der DR (DRc) erstreckt sich bis ins Rhombencephalon
(Abb.3.7, S. 70). Er beginnt auf Hohe des Nucleus tegmentalis ventralis (VTg) und
reicht bis zur kaudalen Grenze des Nucleus tegmentalis dorsalis (DTg) bei Bregma -
9,3 mm (Abb. 3.1D, S. 59). Der DRc besteht aus einem schmalen, dorsoventral ori-
entierten Zellcluster in der Medianebene des Hirnstammes. Dabei liegen lateral
uberwiegend kleine fusiforme Neurone und weiter medial etwas grol3ere ovale Neu-
rone, die sich in zwei Zellcluster einteilen lassen - eine aquaduktnahe und eine zwi-
schen den beiden Nuclei tegmentales dorsales gelegene Gruppe. Die grof3eren Neu-
rone sind Uberwiegend serotoninerg, wahrend die kleineren 5-HT-negativ sind. Der
DRc besitzt einige Calbindin-haltige Nervenfasern, jedoch kaum Calbindin-positive
Somata (ohne Abbildung). Einzelne Nervenfasern enthalten Galanin. Galanin-haltige
Somata finden sich nicht (ohne Abbildung). Im rostralen Anteil des DRc verlaufen
zwischen den beiden Fasciculi longitudinales mediales zwei NT-haltige Nervenfaser-
bandel. Weiter kaudal nimmt der Anteil NT-positive Nervenfasern weiter ab. Nur ein-
zelne Dendriten und Somata des DRc exprimieren den NK1-Rezeptor. Der benach-
barte Nucleus tegmentalis dorsalis besitzt hingegen deut lich mehr NK1-
immunoreaktive Fasern (ohne Abbildung). Die DRc ist von einem sehr dichten GA-
BAergen Fasernetz durchzogen. Dieses ist in den lateralen Bereichen der DRc be-
sonders dicht (GADgs-immunoreaktive Fasern). Aber auch das Isoenzym GADg7 lasst
sich in einigen Fasern und Nervenzellen des DRc nachweisen. Der gesamte DRc ist
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frei von cholinergen Neuronen. Der DRc besitzt nur vereinzelt TH- und DBH- expri-

mierende Fasern. TH- oder DBH-positive Somata lassen sich nicht nachweisen.

Zu Abbildung 3.1. (Seite 59): Ubersicht iber die lichtmikroskopisch differenzierbaren
Zonen und Bereiche der Dorsalen Raphe. In der linken Spalte wurden serotoninerge
Neurone immunhistochemisch visualisiert (5-HT) und aus Darstellungsgriinden kon-
trastverstarkt abgebildet. In der rechten Spalte finden sich die jeweils korrespondieren-
den (benachbarten) Kryostatschnitte nach Kliver-Barrerra-Farbung (KB). Nervenzellen
und Glia kommen dabei blau-violett zur Darstellung. Myelinisierte Fasern erscheinen
tirkis-blau. Uber alle Abbildungen wurde eine schematische Maske zur besseren Ab-
grenzung der morphologisch unterschiedlichen Bereiche projiziert. Die GroRenverhalt-
nisse sind in beiden Spalten identisch. (PAG: Periaqueductal Gray, Aq: aqueduct (Syl-
vius), mif: medial longitudinal fasciculus, IV: Ncl. Trochlearis, xscp: decussation of the
superior cerebellar peduncle)

Zu Abbildung 3.2. (Seite 60): Darstellung der Verteilung verschiedener Neuromarker in
der rostralen Zone der Dorsalen Raphe. Die Lage in rostrokaudaler Achse ist als Inlet in
A schematisch dargestellt. (A: Calbindin, B: Tyrosinhydroxylase, C: Galanin; D: Neuro-
tensin, E: Neurokinin-Rezeptor 1 (NK1)(Substanz P), F: Glutamatdecaboxylase
Isoenzym 65 (GABA), G: Glutamatdecaboxylase Isoenzym 67, H: Dopaminbetahydro-
xylase

Zu Abbildung 3.3. (Seite 61): Darstellung der Verteilung verschiedener Neuromarker
in der zentralen Zone der Dorsalen Raphe. Die Lage in rostrokaudaler Achse ist als Inlet
in A schematisch dargestellt. (A: Calbindin, B: Galanin, C: Neurokinin-Rezeptor 1
(NK1)(Substanz P), D: Tyrosinhydroxylase, E: Neurotensin, F: Glutamatdecaboxylase
Isoenzym 67 (GABA), G: Glutamatdecaboxylase Isoenzym 65, H: Dopaminbetahydro-
xylase

Zu Abbildung 3.4. (Seite 62): Darstellung der Verteilung verschiedener Neuromarker in
der kaudalen zentralen Zone der Dorsalen Raphe. Die Lage in rostrokaudaler Achse ist
als Inlet in A schematisch dargestellt. (A: Calbindin, B: Galanin, C: Neurokinin-Rezeptor
1 (NK1)(Substanz P), D: Neurotensin, E: Glutamatdecaboxylase Isoenzym 65 (GABA),
F: Tyrosinhydroxylase)

58



Abbildung 3.1: Erlauterung siehe Seite 58.
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Abbildung 3.2: Erlauterung siehe Seite 58.
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Abbildung 3.3: Erlauterung siehe Seite 58.
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Abbildung 3.4: Erlauterung siehe Seite 58.
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Abbildung 3.5: Darstellung der Verteilung verschiedener Neuromarker in der kaudalen
Zone der Dorsalen Raphe. Die Lage in rostrokaudaler Achse ist als Inlet in A schema-
tisch dargestellt. (A: Neurotensin, B: Cholinacetyltransferase, C: Calbindin, D: Galanin)
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3.2 Darstellung der Projektionen des lateralen Habenularkomplexes

zum Mesencephalon mittels anterogradem Tract-Tracing

Zur Analyse der Projektionen von Neuronen des lateralen Habenularkomplexes (LHb)
wurden bei insgesamt vier Tieren anterograde Tracer an verschiedenen Stellen in den
LHb injiziert und die efferenten Axone anschlieRend immunzytochemisch dargestellt.
Um die Zahl der Versuchstiere moglichst gering zu halten, wurden dabei jeweils Dop-
pelinjektionen von Phaseolus vulgaris leukagglutinin (Pha-L) und Tetramethylrhodamin-
Dextranamin (TMR-DA) in den LHbM und LHbL durchgeflhrt. Alle acht Injektionsstellen
liegen im Zielgebiet des LHb und wurden flr die Auswertung der anterograden Untersu-

chungen verwendet.

Als Projektionsgebiete des LHb wurden nur solche Bereiche in Betracht gezogen, in
denen die efferenten Fasern putative prasynaptische Auftreibungen aufwiesen. So
konnte zwischen durchziehenden Fasern und Axonendigungen unterschieden werden.
Morphologisch lassen sich in der Dorsalen Raphe (DR) zwei verschieden Fasertypen
unterscheiden (Abb. 3.6, S. 65). Dicke Axone, deren synaptische Auftreibungen (Bou-
tons) gréfRtenteils an den Endpunkten der Arborisierung liegen, dominieren das Bild. Sie
sind auf alle DR-Unterkerne gleichermal3en verteilt. Im lateralen Bereich der rostralen
Dorsalen Raphe finden sich auRerdem gehauft feine Fasern, deren Buttons perlschnur-
artig hintereinander aufgereiht sind (Abb. 3.6 Aund B, S. 65).

Um nachzuweisen, dass es sich bei den vermuteten Arealen tatsachlich um Projekti-
onsziele des LHb handelt, wurden retrograde Tracer in diese Gebiete injiziert. Das Auf-

treten retrograd markierter Zellen im LHb wurde als Bestatigung gewertet.
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Abbildung 3.6: Verschiedene Axontypen der lateralen Habenula in der Dorsalen Ra-
phe. A: dicke Axone mit endstandigen Boutons. B: dinne Axone mit perlschnurartig auf-
gereihten Synapsen.

3.2.1 Die Projektionen des medialen Anteils des lateralen Habenularkomplexes

(LHbM) zum Tegmentum mesencephali

Als Beispiel fur Injektionen in den medialen Teil des LHb wird hier der Versuch MT18/04
exemplarisch vorgestellt. Der Injektionsbereich des anterograden Tracers TMR-DA er-
streckt sich bei einem Querdurchmesser von etwa 450 mal 600 pm ungefahr 1000 um
von rostral nach kaudal. Er umfasst die meisten Unterkerne des LHbM, einschlief3lich
Anteilen des LHbMA und dehnt sich lateral teilweise bis in den LHbLMc und nach vent-
ral in den LHbLB aus (Abb. 3.7, Inset in A’, S. 70). Der LHbMMg und der LHbMS wur-

den jedoch nur unvollstandig erfasst.

Axonterminalen aus dem LHbM finden sich in der gesamten rostrokaudalen Ausdehung
der DR. Die meisten Axone enden in der zentralen und kaudalen Zone. Dabei wird die
ipsilaterale DR starker als die kontralaterale Seite innerviert (Abb. 3.7, S. 70). Eine gro-
Re Anzahl von Axon-Endkdpfchen liegt im DRdI und DRIl, wobei ihre Anzahl von rostral
nach kaudal hin zunimmt. Im Vergleich zu den Injektionen in den LHbL liegt der
Schwerpunkt der Projektion hier eher in den dorsalen Bereichen der DR (Abb. 3.7, S.
70). Einige Axonterminalen finden sich im kaudalen DRimn. In der kaudalen DR sind die
lateralen Anteile starker als die medialen innerviert. Der DRvl und der DRdmn zeigen
nur vereinzelt TMR-DA-positive Nervenfasern. Auch der DRvmn und der DRvml erhal-
ten nur wenige Axonterminalen aus dem LHbM. Dieses Areal und der DRif werden von

einigen Axonen durchzogen, die hier aber nicht enden. Lediglich in der rostralen Zone
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der DR (rDR) und am Ubergang von der rDR zur zDR lassen sich im DRif und DRvml
haufiger markierte Axone mit Boutons finden (Abb. 3.7, S. 70, Tab. 3.2, S. 69).

Zahlreiche Neurone des LHbM terminieren in der Paramedianen Raphe (PMnR). Dabei
ist die Verteilung der Axonterminalen in der rostralen PMnR weitgehend bilateral sym-
metrisch, wahrend im kaudalen Bereich verstarkt die ipsilaterale PMnR angesteuert
wird (ohne Abbildung, Tab. 3.1, S. 68).

Weiterhin enden in der Medianen Raphe (MnR) sehr viele Axone aus dem LHbM (Tab.
3.1, S. 68).

Im Nucleus tegmentalis anterior (anterior tegmental nucleus, ATg) liegen ipsilateral zur
Injektionsstelle sehr viele, kontralateral hingegen nur wenige markierte Faserendigun-
gen. Der Nucleus tegmentalis ventralis (ventral tegmental nucleus, VTg) wird nicht di-
rekt angesteuert (Tab. 3.1, S. 68).

Die Area tegmentalis ventralis (ventral tegmental area, VTA) erhalt mehr Projektionen
aus dem LHbM als aus dem LHbL. Die Terminalen finden sich weitgehend ipsilateral

und gruppieren sich vor allem um den Fasciculus retroflexus.

Dagegen enden in der Substantia nigra (SN) nur wenige Axone aus dem LHbM. Diese
liegen vor allem auf der ipsilateralen Seite im kaudalen Bereich der Pars compacta
(SNc) und im medialen Anteil des Kerngebietes (SNM) (Tab. 3.1, S. 68).

3.2.2 Die Projektionen des lateralen Anteils des lateralen Habenularkomplexes

(LHbL) zum Tegmentum mesencephali

Als reprasentatives Beispiel fur Injektionen in den lateralen Anteil des LHb soll der Ver-
such MT19/04 im Folgenden detaillierter beschrieben werden. Die Injektionsstelle des
Tracers (TMR-DA) erstreckt sich bei einem Durchmesser von ungefahr 450 uym Uber
etwa 750 um in rostro-kaudaler Richtung und umfasst vorwiegend den LHbLMc und
den LHbLO, jedoch nur teilweise den LHbLMg und LHbLB (Abb. 3.7, S. 70). An der me-
dialen Seite dehnt sich die Injektionsstelle etwas in den LHbMC aus. Der LHbLPc wurde
aufgrund seiner geringen GrolRe und marginalen, medialen Lage mit dieser Injektion

nicht erfasst.
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Insgesamt ist die Anzahl immunoreaktiver Fasernendigungen in der Dorsalen Raphe
nach Injektionen in die LHbL niedriger als nach Tracerapplikation in den LHbM. Faser-
endigungen liegen hauptsachlich im DRvl und dem rostralen DRimn, der sich durch ei-
ne hohe Dichte an NK1-R-positiven Dendriten auszeichnet (Kapitel 3.1.1.5). In der rost-
ralen und kaudalen Zone der DR finden sich nur vereinzelte Axone, meist ohne Bou-
tons. DRvmn, DRvml und DRIif besitzen wenige markierte Axonterminalen. DRr, DRc,
DRdI und DRIl sind nahezu vollstandig frei von markierten Nervenendigungen (Abb. 3.7,
S.70; Tab. 3.2, S. 69).

Die Mediane Raphe (MnR) enthalt nur vereinzelt markierte Fasern aus der LHbL. In der

Paramedianen Raphe (PMnR) enden einige Axone auf der ipsilateral Seite.

Der LHbL entsendet ausserdem zahlreiche Axonterminalen in den ipsilateralen Nucleus

tegmentalis mesopontinus rostromedialis (RMTg) (Tab. 3.1, S. 68).

Die VTA erhalt weniger Fasern von der LHbL als von der LHbM, wobei fast ausschliel3-
lich die ipsilaterale Seite angesteuert wird. Nur im kaudalen Bereich terminieren auch
kontralateral zu Injektionsstelle einige Fasern. Des Weiteren finden sich, im Gegensatz
zu Injektionen in den LHbM zahlreiche Axonendigungen im ipsilateralen Nucleus teg-
mentalis subpeduncularis (SPTg) und pedunculopontinus (PPTg) (Tab. 3.1, S. 68).

Die Substantia nigra pars compacta (SNc) erhalt deutlich mehr Projektionen von der
LHbL als von der LHbM. Hier wird Uberwiegend die kaudale ipsilateralen Region der
SNc angesteuert (Tab. 3.1, S. 68).
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ipsilateral ++ -
kontralateral + -
ipsilateral ++(+) +(+)
kontralateral +(+) +
ipsilateral (+) ++
kontralateral - +
ipsilateral ++ +(+)
kontralateral +(+) (+)
ipsilateral (+) 4+
kontralateral - ++
ipsilateral + +(+)
kontralateral - (+)
ipsilateral + ++
kontralateral (+) +
ipsilateral - 4+
kontralateral - ++
ipsilateral ++ (+)
kontralateral + -

Tabelle 3.1: Projektionen des lateralen Habenularkomplexes zum Mesencephalon.
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+++ (rostral)

+(+)

+++

*)

Tabelle 3.2: Projektionen des lateralen Habenularkomplexes zu den morphologisch
abgrenzbaren Unterkernen der Dorsalen Raphe.

Zu Abbildung 3.7: (folgende Seite)

Schematische Darstellung der Projektionen vom lateralen Habenularkomplex (LHb) zur
Dorsalen Raphe (DR). In der rechten Spalte sind die Axonterminalen (rot) in der DR
nach TMR-Dextran-Injektion in den lateralen LHb (siehe Inset) abgebildet. Die linke
Spalte zeigt die Verteilung der Nervenendigungen in der DR nach Injektion von TMR-
Dextran in den medialen Anteil des LHb (siehe Inset). Mit jeweils roten bzw. blauen
Markierungen wurden nur Areale gekennzeichnet, in welchen Axone terminieren (mikro-
skopischer Nachweis von synaptischen Auftreibungen).
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3.3 Darstellung der Projektionen des lateralen Habenularkomplexes zur

Dorsalen Raphe mittels retrograden Tract-Tracing

Zur Analyse der efferenten Projektionen des lateralen Habenularkomplexes (LHb)
wurden bei 21 Tieren retrograde Tracer in die Dorsalen Raphe oder das benachbarte
Periaquaduktale Grau (PAG) injiziert und die Ursprungsneurone anschlieRend im-
munzytochemisch dargestellt. Bei insgesamt 13 Tieren liegt die Injektionsstelle in der
DR unter Aussparung der benachbarten Strukturen und weist einen guten Transport
des injizierten Tracers auf. Diese Versuche werden im Folgenden detailliert dargestellt.
Zusatzlich wurden Kontrollinjektionen in das benachbarte PAG durchgefuhrt, um zu
untersuchen, ob akzidentelle Tracerspuren im PAG ebenfalls zu einer Markierung von
Neuronen im LHb fuhren. Die Auswertung der retrograden Experimente erfolgt unter
Berucksichtigung der anterograden Ergebnisse, der unterschiedlichen GroéRe der in-
jektionsstellen (Kapitel 3.2) sowie der anfangs beschriebenen Substruktur der DR
(Kapitel 3.1). Um moglichst alle Projektionen des lateralen Habenularkomplexes zur
Dorsalen Raphe zu erfassen, wurde versucht, alle Unterkerne der DR mit Injektionen
des retrograden Tracers zu treffen. Die markierten Neurone wurden in jedem Gewe-
beschnitt gezahlt und anhand topographischer, immunzytochemischer und zellmor-
phologischer Merkmale einem Unterkern zugeordnet. Der Grundwert der angegebe-
nen Prozentsatze entspricht der Gesamtzahl der markierten Neurone im LHb jeweils
einer Seite (Gesamtzahl der markierten Neurone im LHb links: 100%, im LHb rechts:
100%). Die Seitenbezeichnung der Habenula und der DR entspricht der anatomischen
Position im nativen Rattenhirn (Abb. 3.8, 3.9, 3.14, 3.15, S. 84, S. 83 ff.).

3.3.1 Injektionen in die rostrale Zone der Dorsalen Raphe

Von den insgesamt 13 retrograden Injektionsstellen liegt eine ausschlielich innerhalb
der rostralen Zone der DR (MT99/02). Eine weitere Injektionsstelle befindet sich am
Ubergang von der rostralen zur zentralen Zone (MT04/04). Die Auswertung der ret-
rograden Versuche zeigt, dass mehr als 80% der Projektionen des lateralen Habenular-
komplexes zur rostralen DR aus dem LHbM stammen. Bei MT99/02 liegen 82% der
retrograd markierten Neurone im linken LHbM, 83% im rechten LHbM. Bei MT04/04
liegen 93% der retrograd markierten Neurone im linken und 79% im rechten LHbM.

Dieses Resultat bestatigt die Ergebnisse der anterograden Studien, welche zeigen,
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dass die rostrale Zone der DR bevorzugt vom LHbM angesteuert wird (Abb. 3.7, S. 70).
Lediglich im interfaszikularen Teil liegen vereinzelt synapsentragende Axone aus dem
LHbL (Abb. 3.7, S. 70). Beide Versuche haben die Gemeinsamkeit, dass der Grolteil
der retrograd markierten Zellen im LHbMA und LHbMC liegt (Abb. 3.10, S. 89).

Die Injektionsstelle MT 99/02 liegt auf der Hohe Bregma -7,1mm vornehmlich im inter-
faszikularen Unterkern und ventralen Bereich des DRr. Sie hat eine Grof3e von circa
200x150x200um (Abb. 3.9, S.88). Dieser Bereich enthalt zahlreiche TH-, aber auch
einige DBH-haltige Nervenfasern. Hingegen kommen nur wenige serotoninerge Neuro-
ne vor. Auch der Anteil an Neurotensin- und Calbindin-positiven Nervenfasern ist eher
gering. Bei diesem Versuch finden sich CTB-positive Neurone vor allem im LHbMA und
LHbMC, aber auch im LHbMMg. Einzelne Neurone liegen auch im LHbLO und LHbLMc.
Bezogen auf die Groe der Unterkerne des LHb, entsenden der LHbMC, LHbMMg und
der LHbLO relativ viele Axone in den Bereich der Injektionsstelle. Der LHbMS, LHbLMg,
LHbLPc sowie LHbLB enthalten keine CTB-positiven Neurone. Auch der LHbMPc weist
nur wenig Transport auf. Der wichtigste Unterschied zu der weiter kaudal gelegenen
Injektionsstelle MT04/04 ist der relativ starke Transport in den LHbMMg und LHbLO
(Abb. 3.10, S. 89).

Die Injektionsstelle von MT04/04 liegt am Ubergang von der rostralen zur zentralen Zo-
ne der DR (Bregma -7,3mm). Sie befindet sich im DRr und den rostralen Anteilen des
rechten DRvl, DRIil, DRimn und DRvmn. Die GroRe der Injektion betragt circa
300x250umx*300um (Abb. 3.9, S. 88). Im Bereich der Injektionsstelle finden sich zahl-
reiche zahlreiche TH-positive, jedoch nur wenige DBH-immunoreaktive Fasern. Der An-
teil an serotoninergen Zellen und NT-haltigen Nervenfasern in diesem Gebiet hoher als
beim Versuch MT99/02. In diesem Areal kommen zusatzlich zahlreiche GABAerge Neu-
rone (dichtes GADgs-Faserwerk, GADg7-positive Somata und Nervenfasern) vor. Die
ipsilaterale (rechte) Habenula weist geringfugig mehr retrograden Transport auf als die
kontralaterale Seite (33 versus 28 Zellen). Insbesondere der ipsilaterale LHbMC,
LHbLMc und LHbLB enthalten mehr markierte Zellen als die Gegenseite. Lediglich der
ipsilaterale LHbLB besitzt CTB-positive Neurone. Im Gegensatz dazu findet sich nur im
kontralateralen LHbMS und LHbMMg retrograder Transport (Abb. 3.10, S. 89). Der
LHbLO ist im Gegensatz zum Versuch MT99/02 bilateral frei von CTB-immunoreaktiven
Nervenzellen (Abb. 3.10, S. 89). Wie beim Versuch MT99/02 liegen die meisten Neuro-
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ne im LHbMA und LHbMC. Aber auch der LHbMPc enthalt beim Versuch MT04/04 ver-
haltnismaRig viele markierte Neurone. Das prozentuale Verhaltnis verschiebt sich bei
diesen beiden Injektionen nach kaudal hin zunehmend vom LHbMA zum LHbMC und
vor allem zum LHbMPc. Aus dem LHbMMg sind hingegen kaum Projektionen nachzu-

weisen.

Der rostrale LHbM scheint bevorzugt zur Gegenseite zu projizieren. Obwohl die Injekti-
onsstelle von MT99/02 genau in der Mittellinie liegt und im Fall MT04/04 sogar auf der
rechten Seite, enthalt der linke LHbMA mehr markierte Neurone als der LHbMA der
rechten Seite (Abb.3.10, S. 89).

3.3.2 Injektionen in die kaudale Zone der Dorsalen Raphe

Die Injektionsstelle des Versuches MT57/02 befindet sich auf der Hohe von Bregma -
8,7mm mittig im interfaszikularen Unterkern und ventralen Anteil der kaudalen DR (Abb.
3.9, S.88). Sie hat eine Grofle von circa 300x200x100um. In diesem Bereich kommen
zahlreiche GABAerge Neurone vor (Abb. 3.5, S. 63). Mittelliniennah liegen jedoch auch
serotoninerge Zellen und im lateralen Anteil Calbindin-haltige Fasern (Abb. 3.5, S. 63).
Trotz ihrer geringen GrolRe weist diese Injektionsstelle, verglichen mit den rostralen In-
jektionen relativ viel Transport auf. Die anterograden Tracingstudien zeigen, dass die
kaudalen Areale der DR Uber zahlreiche Axonterminalen vom LHbM angesteuert wer-
den, aus dem LHbL jedoch kaum Nervenendigungen nachweisbar sind (Abb. 3.7, S.
70). Dieses Ergebnis bestatigt sich weitestgehend in den retrograden Versuchen. 90%
der CTB-positiven Neurone befinden sich im linken LHbM und 82% im LHbM rechts.
Alle Unterkerne des LHbM projizieren zum kaudalen interfaszikularen (DRif) und kauda-
len Unterkern der DR (DRc) (Abb.3.10, S. 89). Im Vergleich zu den Injektionsstellen in
die rostrale DR befindet sich ein deutlich hdherer Anteil an markierten Neuronen im
LHbMMg und vor allem im LHbMS, welcher kaum oder keinen retrograden Transport
von der DRr aufweist (Abb. 3.10, S. 89). Im Vergleich zum LHbMC befinden sich auch
verhaltnismalRig viele Neurone im kleinen LHbMPc. Der laterale Teil des LHb projiziert
fast ausschlieldlich GUber den LHbLMc zur kaudalen DR (Abb. 3.10, S. 89). Der Anteil ist

gemessen an den Gesamtprojektionen der Injektionsstelle insgesamt gering.

73



3.3.3 Injektionen in die Zentrale Zone der Dorsalen Raphe
3.3.3.1 Der Dorsomediane Unterkern der DR als Hauptinjektionsort

Zwei der insgesamt 13 Injektionsstellen liegen mit ihrem Hauptanteil im dorsomedianen
Unterkern der DR (MT42/02, MT56/02). Auch die Injektionsstelle des Versuches
MT84/02 liegt zum Teil im DRdmn. Die anterograden Versuche haben gezeigt, dass im
DRdmn insgesamt nur wenige Axone aus dem LHb enden (Abb.3.7, S. 70). Diese lie-
gen vor allem nahe dem Aquaeductus cerebri in der rostralen zentralen Zone der DR
(Abb. 3.7; B-7,5und B -7,7; S. 70).

Die Injektionsstelle MT42/02 befindet sich auf Hohe Bregma -7,6 mm relativ weit rostral
in der zentralen Zone der DR und hat eine Ausdehnung von circa 400x350x300 um
(Abb. 3.9, S. 88). Sie breitet sich nach lateral in den DRdI und nach ventral in den
DRimn aus. Der Bereich, in dem die Injektionsstelle liegt zeichnet sich durch einen ho-
hen Gehalt an Serotonin und Tyrosinhydroxylase aus (Abb. 3.1B und 3.3D, S. 59, S.
61). In einigen Neuronen kommen DBH, Galanin und der NK1-Rezeptor vor (Abb. 3.3H,
B, C, S. 61). Auch der Gehalt an Neurotensin-haltigen Fasern ist vergleichsweise hoch
(Abb. 3.3E, S. 61). Trotz der beachtlichen GroRRe der Injektionsstelle, ist die Anzahl der
retrograd markierten Neurone in der LHb relativ gering (29 Zellen in der LHDb links, 29
Zellen in der LHb rechts). Dies bestatigt jedoch das Ergebnis der anterograden Studien,
welche gezeigt haben, dass der DRdmn in diesem Bereich nur wenig input vom LHb
bekommt, im benachbarten DRdI und DRimn jedoch einige Axone aus dem LHbL und
LHbM enden. Bei diesem Versuch liegen auf der linken Seite 69% aller retrograd mar-
kierten Neurone im LHbM und 31% im LHbL. Im rechten LHb enthalt der LHbM 59%
aller tracerhaltigen Neurone und der LHbL 41%. Im linken LHb liegen die tracerhaltigen
Nervenzellen vor allem im LHbMC, LHbMPc und LHbLMc (Abb.3.10, S. 89). Auf der
rechten Seite ist die Verteilung etwas diffuser. Hier enthalten auch der LHbMA, LHbMS,
MHbLPc, LHbLMg und LHbLO einige markierte Somata (Abb. 3.10, S. 89). In Relation
zum GroRenverhaltnis der einzelnen Unterkerne entsenden der LHbMPc, aber auch der
LHbLPc, LHbLMg und LHbMS viele Neurone in diesen Bereich. Aufgrund ihrer geringen
Grofle und marginalen Lage wurden der LHbLPc, LHbLMg und teilweise auch der
LHbMS nicht optimal bei den anterograden Tracingversuchen erfasst, sodass diese Er-
gebnisse schlecht validiert werden kdnnen. Insgesamt stammen bei diesem Versuch

wenige der Projektionen aus dem LHbMA und LHbMMg.
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Die Injektionsstelle des Versuches MT56/02 befindet sich subaquaduktal im DRdmn.
Sie liegt weiter kaudal als MT42/02 (Bregma -8,0 mm) und besitzt eine Grof3e von un-
gefahr 450x200x200 um (Abb. 3.9, S. 88). Sie dehnt sie sich bis in die dorsalen Anteile
des DRimn und in den DRdI aus. Dieser Bereich zeichnet sich im Vergleich zu MT42/02
durch eine geringere Anzahl an serotoninergen und einen etwas hdheren Anteil an GA-
BAergen Neuronen aus (Abb. 3.1C, Abb. 3.4G, S. 59, S. 62). Das Neuropeptid Galanin
befindet sich lediglich in den Nervenzellen der lateralen Anteile des DRimn (Abb. 3.4B,
S. 62). Die Zahl NT-positiver Nervenfasern ist vor allem in den medialen Anteilen der
Injektionsstelle etwas geringer als beim Versuch MT42/02 (Abb. 3.4D, S. 62). Die Ver-
teilung TH-positiver Neurone ist vergleichbar mit der Injektionsstelle MT42/02 (Abb.
3.4F, S. 62). Da die Injektionsstelle eher im kaudalen Bereich des DRdmn und DRimn
liegt, ist der Hauptanteil der retrograd markierten Neurone im LHbM zu erwarten (Abb.
3.7, S. 70). Insgesamt liegen 79% aller CTB-haltigen Neurone im linken LHbM (21%
LHbL) und 85% im rechten LHbM (15% LHbL; Abb. 3.11, S. 90). Trotz der medianen
Lage der Injektionsstelle fallt auf, dass die Prokjektionen aus dem rechten LHb Uber-
wiegen (LHb rechts: 59 Zellen; LHb links: 33 Zellen; Abb.3.11, S. 90).

Die meisten markierten Neurone liegen beim Versuch MT56/02 im LHbMC, gefolgt vom
LHbMPc, LHbLMc und LHbMA. Aber auch im LHbMMg liegen zahlreiche Neurone
(Abb.3.11, S. 90). Der LHbMPc, LHbMMg und LHbMA besitzen im Vergleich zur weiter
rostral gelegenen Injektion von MT42/02 mehr retrograd markierte Zellen. Der rechte
LHbMA enthalt wie im Versucht MT42/02 deutlich mehr CTB-positive Neurone als der
linke LHbMA (Abb.3.11, S. 90). Im Bereich des LHbL finden sich die meisten CTB-
positive Nervenzellen im gro3en magnozellaren Unterkern (LHbLMc). In Relation zur
geringeren Unterkerngrof3e liegen verhaltnismafig viele Ursprungsneurone im rechten
LHbLB. Der LHbMS enthalt keine retrograd markierten Zellen (Abb.3.11, S. 90).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der DRdmn nur wenige Projektionen aus
dem LHb erhalt. Durch den Vergleich mit den Versuchen MT105/02, MT82/02, MT55/02
und MT56/02 Iasst sich ableiten, dass der DRdmn anscheinend vor allem vom LHbMC
und LHbMPc angesteuert wird. Hingegen enden in ihm kaum Axone aus dem LHbMA,
LHbMMg und LHbLB. Diese projizieren eher zum benachbarten DRdI. In den rostralen
Anteilen des DRdmn enden einige Fasern aus dem LHbMS, aber auch vereinzelte aus

dem LPc, LB, LMg und LO. Insgesamt ergibt sich fur die Projektionen zum DRdmn ein
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sehr gemischtes Bild. Er scheint aus allen Unterkernen des LHb, wenn auch nur wenige
Projektionen zu erhalten. Da es sich jedoch insgesamt nur um sehr wenige Projektionen
handelt, die aus technischen Grunden nicht isoliert mit einer Injektionsstelle erfasst

werden kdnnen, ist eine genaue Aussage Uber die Projektionen nicht moglich.

3.3.3.2 Der Intermediomediane Unterkern der DR als Hauptinjektionsort

Die anterograden Studien haben gezeigt, dass der rostrale Anteil des intermediomedia-
nen Unterkerns der DR (DRimn) vor allem vom LHbL angesteuert wird. Am Ubergang
zur kaudalen Zone der DR befinden sich im DRimn hingegen gehauft Nervenendigun-
gen aus dem LHbM (Abb. 3.7; B -7,7 und B -8,0, S. 70). Zwei der 13 Injektionsstellen

liegen mit ihrem Hauptanteil im DRimn.

Die Injektionsstelle des Versuches MT55/02 befindet sich auf Hohe Bregma -7,7 mm
hauptsachlich im Gebiet des DRimn und dehnt sich nach rostral etwas in den DRvmn
aus. Sie hat eine GroRe von 200%x200x200um (Abb. 3.9, S. 88). In diesem Bereich fin-
det sich die hochste Dichte an NK1-Rezeptoren (Abb. 3.3C, S. 61). Serotoninerge Zel-
len kommen hingegen nur vereinzelt vor (Abb.3.1B, S. 59). Der Anteil an TH-, DBH-,
GAD-, Galanin- und NT-positiven Neuronen ist ebenfalls gering (Abb. 3.3, S. 61).
Calbindin lasst sich nicht nachweisen (Abb. 3.3A, S. 61). Die anterograden Ergebnisse
haben gezeigt, dass dieses Areal Uberwiegend vom LHbL angesteuert wird (Abb. 3.7,
S. 70). Im rostralen, ventralen Bereich der Injektionsstelle liegt der DRvmn. An dieser
Stelle sowie im kaudalen Bereich der Injektionsstelle enden auch einige Axone aus dem
LHbM. Insgesamt liegen 41,2% aller retrograd markierten Zellen im LHbM der linken
Seite und 58,3% im LHbM der rechten Seite. Die Injektionsstelle hat mit insgesamt 29
markierten Neuronen, am ehesten aufgrund ihrer geringen Grof3e nur wenig Transport.
Der Uberwiegende Anteil der Zellen befindet sich im LHbLMc (59% links, 42% rechts)
und dem LHbMC (33% links, 29% rechts). Aus dem LHbMA (17% links, 6% rechts) und
vor allem aus dem LHbMPc (0% links, 6% rechts) stammen nur wenige Projektionen.
Der LHbMS, LHbMMg und die ubrigen Unterkerne des LHbL enthalten keine retrograd
markierten Zellen (Abb. 3.11, S. 90).
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Die Injektionsstelle des Versuches MT84/02 liegt etwas weiter kaudal auf der Hohe
Bregma -7,9 mm in der zentralen Zone der DR und umfasst neben dem kaudalen Anteil
des DRimn auch Teile des DRdmn. Ihre Grofde betragt ca. 300x250%x300um (Abb. 3.9,
S. 88). Der Gehalt an NK1-posititven Fasern ist in diesem Gebiet deutliche geringer
(Abb. 3.4C, S. 62). Serotoninerge Zellen sowie neurotensinhaltige Terminalen finden
sich jedoch aufgrund der kaudalen Lage haufiger als im Versuch MT55/02 (Abb. 3.1C,
Abb. 3.4D, S. 59, S. 62). Gemal} den anterograden Tracing-Versuchen ist ein hoherer
Anteil CTB-positiver Neurone im LHbM als beim Versuch MT55/02 zu erwarten (Abb.
3.7, S. 70). 65% aller retrograd markierten Nervenzellen im linken LHbM und 67% im
rechten LHbM. Die meisten retrograd markierten Neurone liegen auch hier im LHbMC
und LHbLMc, wobei das Verhaltnis deutlich vom LHbLMc (22% links, 27% rechts) zum
LHbMC (48% links, 33% rechts) verschoben ist (Abb. 3.11, S. 90). Deutlich weniger
Neurone liegen im LHbMA (9% links, 13% rechts) und LHbMPc (4% links, 13% rechts),
noch weniger im LHbMMg (4% links, 7% rechts), LHbLMg (4% links, 7% rechts) und
LHbLO (9% links, 0% rechts).

Insgesamt zeichnen sich alle Injektionen in den DRimn durch viel retrograden Transport
in den LHbLMc und LHbMC aus. Der Vergleich der beiden Versuche mit den anterogra-
den Ergebnissen und den Ergebnissen benachbarter Injektionsstellen erlaubt den
Ruckschluss, dass der DRimn in seinen rostralen und zentralen Anteilen vor allem vom
LHbLMc angesteuert wird. Seine Axone enden im Areal der hochsten NK1-
Rezeptordichte. Der kaudale Anteil des DRimn hingegen erhalt seine Projektionen
uberwiegend aus dem LHbMC, aber auch einzelne aus dem LHbLO. Der LHbMPc, der
LHbMA und der LHbMMg scheinen kaum zum DRimn bzw. zum angrenzenden DRdmn
zu projizieren. Der LHbMS, der LHbLPc und der LHbLB sind frei von tracerhaltigen
Neuronen (Abb. 3.11, S. 90).

3.3.3.3 Der Ventromediane und Ventromediale Unterkern der DR als

Hauptinjektionsorte

Die anterograden Tracingversuche haben gezeigt, dass im ventromedianen (DRvmn)
und im ventromedialen Unterkern der DR (DRvml) insgesamt eher wenige Axone aus
dem LHb enden (Abb. 3.7, S. 70). Lediglich in der kaudalen zentralen Zone, am Uber-

gang zum DRec, finden sich in im DRvmn und DRvml zahlreiche Axonterminalen aus
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dem LHbM (Abb. 3.7, B — 8,3, S. 70). In der zentralen Zone der DR enden in den latera-
len Anteilen des DRvml einige Axone aus dem LHbL (Abb. 3.7, S. 70). DRvmn und
DRvml werden auf3erdem von nicht terminierenden Axonen aus der Habenula durch-

quert.

Die Injektionsstelle des Versuches MT 05/04 liegt auf Hohe Bregma -7,9 mm in der
zentralen Zone der DR und hat eine Ausdehnung von 400x400x350um (Abb. 3.9, S.
88). Sie liegt mit ihrem Hauptanteil im DRvml und DRvmn. Nach ventral dehnt sie sich
in den benachbarten DRIif aus (Abb. 3.9, S. 88). Bei diesem Versuch lasst sich entlang
des Einstichkanals eine feine akzidentelle Tracerspur im dorsolateralen PAG nachwei-
sen. Im Bereich der Injektionsstelle finden sich zahlreiche GADgs- und GADg7- sowie
Galanin-positive Neurone (Abb. 3.3F, G, B, S. 61). Der Anteil sertotoninerger Somata
und Fasern ist durchschnittlich (Abb. 3.1B, S. 59). Calbindin- oder NK1-Rezeptor-
immunoreaktive Nervenzellen finden sich in diesem Gebiet kaum (Abb. 3.3A, C, S. 61).

In diesem Versuch liegen rechts 67% aller retrograd markierten Neurone im LHbM und
33% im LHbL, wahrend links 77% im LHbM und 23% im LHbL liegen. Insgesamt waren
233 CTB-haltige Nervenzellen im LHb nachweisbar (Abb. 3.11, S. 90). Der prozentual
grofldte Anteil der Projektionen stammt bei diesem Versuch aus dem LHbMPc (31%
links, 24% rechts), dem LHbMC (21% links, 28% rechts) und dem LHbMA (10% links,
8% rechts) (Abb. 3.11, S. 90). Aber auch im LHbMMg finden sich zahlreiche CTB-
positive Neurone (15% links, 6% rechts). Im LHbMS Iasst sich nur eine CTB-positive
Nervenzelle nachweisen (Abb. 3.11, S. 90). Aus dem LHbL stammen die Projektionen
hauptsachlich aus dem LHbLMc (15% links, 20% rechts), deutlich weniger aus dem
LHbLO (2% links, 6% rechts), LHbLB (2% links, 2% rechts) und LHbLMg (1% links, 5%
rechts; siehe Abb. 3.11, S. 90).

Die Injektionsstelle des Versuches MT08/04 liegt bei Bregma -8,1 mm Uberwiegend im
DRvml und dehnt sich teilweise in den benachbarten DRvmn und DRIif aus. Sie besitzt
eine Grole von circa 350%x350x250um (Abb. 3.9, S. 88). Im linken LHb finden sich 91,
im rechten LHb 90 retrograd markierte Somata (Abb. 3.12, S. 91). 69% der Neurone
liegen im linken LHbM und 71% im rechten LHbM. Ahnlich wie beim Versuch MT05/04
befinden sich absolut gesehen die meisten der markierten Neurone in den Unterkernen
LHbMPc, LHbMC, LHbLMc, aber auch LHbMA und LHbMMg (Abb. 3.12, S. 91). In Re-

lation zu den einzelnen Unterkerngrof3en betrachtet, stammen verhaltnismafig die
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meisten Projektionen aus dem LHbMPc. LHbMS und LHbLB entsenden keine nen-
nenswerten Projektione in das Gebiet der Injektionsstelle von MT05/04 und MTO08/04
(Abb. 3.12, S. 91).

Die Injektionsstelle des Versuches MT01/04 befindet sich auf Hohe Bregma -8,1mm
und umfasst neben dem linken lateralen Anteil des DRvml auch Teile des angrenzenden
DRvl (Abb. 3.9, S. 88). Dieses Gebiet zeichnet sich durch einen hohen Anteil an sero-
toninergen und Galanin-haltigen Nervenzellen aus (Abb. 3.1C, Abb. 3.4B, S. 59, S. 62).
NK1-Rezeptor-positive Neurone sowie GADgs und Neurotensin kommen kaum vor
(Abb. 34C, G, D; S. 62). Die GroRe der Injektionsstelle betragt nur circa
200%300x150um (Abb. 3.9, S. 88). Die Mehrzahl der retrograd markieren Neurone be-
findet sich im ipsilateralen LHb (63 Zellen links, 35 Zellen rechts). Insgesamt stammen
ca. 55% aller Projektionen aus dem LHbL (Abb. 3.12, Abb. 3.15, S. 91, S. 94). Dieses
Ergebnis bestatigt die anterograden Beobachtungen, welche zeigten, dass im DRvl und
den lateralen Bereichen des angrenzenden DRvml auf der Héhe Bregma - 8,0mm
uberwiegend Axone aus dem LHbL terminieren (Abb. 3.7, S. 70). In den kaudalen Antei-
len der Injektionsstelle (DRvml) enden vorwiegend Fasern aus dem LHbM (Abb. 3.7,
S.70). Die zahlreichsten CTB-positiven Neurone liegen im LHbLMc (ipsilateral: 38%,
kontralateral: 51%), LHbMC (ipsilateral: 24%, kontralateral: 14%) und dem LHbMA (ipsi-
lateral: 16%, kontralateral: 14%) (Abb. 3.12, Abb. 3.15, S. 91, S. 94). Aus dem LHbMPc
stammen 3% (ipsilateral) bzw. 11% (kontralateral) und aus dem LHbMMg 2% (ipsilate-
ral) bzw. 6% (kontralateral) aller Projektionen. Der LHbMS, LHbLPc und LHbLMg ent-
halten keine oder nur vereinzelt retrograd gelabelte Neurone (Abb. 3.12, Abb. 3.15, S.
91, S. 94). Insgesamt stammen 6,5% aller Projektionen aus dem LHbLO und 3% aus
dem LHbLB, wobei insbesondere die ipsilateralen Seite angesteuert wird (Abb. 3.12, S.
91). Die markierten Nervenzellen liegen dabei ausschlieBlich im Randbereich des
LHbLO am Ubergang zum LHbLMc (Abb. 3.15, S. 94).

Die Injektionsstelle des Versuches MT104/02 liegt links im lateralen DRvml und DRuvI
auf Hohe Bregma -8,2mm am Ubergang zur kaudalen DR (Abb. 3.9, S. 88). Neben Se-
rotonin und GABA finden sich in diesem Bereich viele neurotensinhaltige und calbindin-
positive Nervenfasern (Abb. 3.1C, D; Abb. 3.4G, D, A; Abb. 3.5E, A, C, S. 59, S. 62 f.).
Die GrolRe der Injektionsstelle betragt circa 450x300x250um (Abb. 3.9, S. 88). Die an-

terograden Studien haben gezeigt, dass im vorderen Bereich der Injektionsstelle einzel-
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ne Fasern sowohl aus dem LHbM als auch dem LHbL enden (Abb. 3.7, S. 70). Im kau-
dalen Anteil der Injektionsstelle finden sich fast ausschlieBlich Terminalen von Axonen
aus dem LHbM (Abb. 3.7, S. 70). Insgesamt zeichnet sich die Injektionsstelle MT104/02
durch einen relativ starken Transport des retrograden Tracers CTB zur LHb aus (linke
LHb: 198 Zellen, rechte LHb: 176 Zellen) (Abb. 3.12, S. 91). Dabei liegen rund 68% al-
ler markierten Neurone im LHbM, wobei der LHbMC mit ca. 35% den Hauptanteil der
Projektionen ausmacht (34% links, 36% rechts). Die ubrigen markierten Nervenzellen
liegen vornehmlich im LHbLMc (22% links, 19% rechts), LHbMPc (12% links, 10%
rechts), aber auch LHbMA (9% links, 15% rechts), LHbMMg (10% links, 8% rechts) und
LHbLB (6% links, 5% rechts, Abb. 3.12, S. 91). Der LHbMS und der LHbMA gemessen
an ihrer GroRe und Neuronenzahl entsenden nur sehr wenige Axone in das Gebiet des
DRvmn, DRvml und den angrenzenden DRvl. Wie auch im Versuch MT01/04 liegen die
retrograd markierten Nervenzellen im LHbLO eher im Randbereich zum LHbLMc (Abb.
3.12, S. 91).

Zusammenfassend zeichnen sich alle vier CTB-Injektionen in den DRvmn und DRvml|
durch sehr hohe Zellzahlen im LHb aus. Bis auf den Versuch MT01/04, bei dem die In-
jektionsstelle im lateralen Bereich des DRvmI bzw. im angrenzenden DRuvl liegt und den
DRvmn ausspart, sind vor allem Neurone im LHbM retrograd gelabelt. Dieses Ergebnis
stimmt mit den anterograden Studien Uberein, welche gezeigt haben, dass im kaudalen
Bereich des DRvml und DRvmn Fasern aus dem LHbM und den lateralen Anteilen des
DRvml und DRvI Uberwiegend Fasern aus dem LHbL enden. Diese stammen Uberwie-
gend aus dem LHbLMc. Im Gegensatz zu den Projektionen zum DRimn, enden im DRvl
mehr Axone, die sich dem LHbLB und LHbLO zuordnen lassen. In den kaudalen Antei-
len des DRvml, am Ubergang zum DRc, terminieren sehr viele Axone aus dem LHbM.
Diese liegen Uberwiegend im LHbMC, LHbMPc, LHbMMg und LHbMA. Ausserdem
werden der DRvmn, DRvmI und DRIif von einigen Nervenfasern aus dem LHb durchzo-
gen ohne Synapsen in diesem Bereich auszubilden.

3.3.4 Injektionen in die laterale Dorsale Raphe

Vier der Injektionsstellen liegen ganz oder teilweise in den lateralen Unterkernen der
DR. Die Versuche MT01/04 und MT104/02, welche neben dem DRvml auch Anteile des
DRvl umfassen, wurde bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben. Die Injektionsstel-
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len der beiden anderen Versuche (MT105/02 und MT82/02) liegen im dorsalen und in-
termediaren Anteil der Wings. Die anterograden Studien haben gezeigt, dass der DRdI
und der DRIl — im Gegensatz zum DRvl - vornehmlich vom LHbM angesteuert werden
(Abb. 3.7, S. 71).

Die Injektionsstelle des Versuches MT82/02 befindet sich auf der Hohe Bregma -8,1
mm Uberwiegend im rechten DRdI (Abb.3.9, S. 88). Die Injektionsstelle dehnt sich in
geringerem Ausmalf bis in den DRimn und DRIl aus. Sie ist mit einer Ausdehnung von
400x300x300um etwas kleiner als die weiter rostral gelegene Injektionsstelle von
MT105/02 (Abb. 3.9, S. 88). Sie ist gekennzeichnet durch ein relativ hohes Vorkommen
von Neurotensin sowie GADgs-haltigen Fasern (Abb. 3.4D und G, S. 63). Der Gehalt an
serotoningen Neuronen ist durchschnittlich (Abb. 3.1C, S. 60). Im Bereich des angren-
zenden subependymalen DRdmn bilden TH-positive Fasern ein dichtes Netzwerk (Abb.
3.3F, S. 62). In Ubereinstimmung mit den anterograden Ergebnissen befindet sich der
Hauptteil der insgesamt 110 retrograd markierten Neurone in der LHbM (78% links,
79% rechts; siehe Abb. 3.7 und Abb. 3.13, S. 71, S. 93). Wahrend im lateralen Anteil
des LHb vor allem der LHbLMc (links: 12%, rechts: 11%) und der LHbLB (links: 6%,
rechts: 3%) CTB-positive Nervenzellen enthalten, verteilen sich die markierten Neurone
im LHbM auf den anterioren (links: 30%, rechts: 25%), den parvozellularen (links: 12%,
rechts: 11%), den zentralen (links: 22%, rechts: 25%) und den marginalen (links: 14 %,
rechts: 18%) Unterkern (Abb. 3.13, S. 93). Der LHbMS und der LHbLO enthalten keine
retrograd gelabelten Neurone (Abb. 3.13, S. 93).

Der Versuch MT 105/02 zeigt eine ahnliche Verteilung der retrograd gelabelten Neurone
wie das Experiment MT82/02. Die Injektionsstelle befindet sich auf Hohe Bregma -8,0
mm rechtsseitig im DRdI, DRil und DRimn (Abb. 3.9, S. 88). Sie ist mit einer Ausdeh-
nung von 500%x400x300um etwas als im Fall MT 82/02 (Abb. 3.9, S. 88). Insgesamt
konnten 536 CTB-positive Nervenzellen gezahlt werden, welche sich zu annahernd
gleichen Anteilen auf den rechten und die linken LHb verteilen (Abb. 3.12, Abb. 3.15, S.
91, S. 94). Die meisten Neurone liegen im LHbMC (links: 25%, rechts: 28%), LHbMA
(links: 21%, rechts: 22%) und LHbMPc (links: 21%, rechts: 21%) (Abb. 3.12, Abb. 3.14,
S. 91, S. 93). Im LHbMMg lassen sich etwas weniger tracerhaltige Nervenzellen als im
Versuch MT 82/02 nachweisen (links: 11%, rechts: 8%) (Abb. 3.12, Abb. 3.14, S. 91, S.

93). Im lateralen Anteil des LHb stammen die Projektionen vorwiegend aus dem
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LHbLMc (links: 14%, rechts: 11%) und dem LHbLB (links: 5%, rechts: 7%). Auch bei
diesem Versuch lassen sich keine oder nur vereinzelt Neurone im LHbMS (1% links, 2%
rechts) und LHbLO (0%) nachweisen (Abb. 3.12, Abb. 3.14, S. 91, S. 93). Im LHbLMg
liegen links 2%, rechts 1% aller markierten Neurone. Trotz der lateralen Lokalisation der
beiden Injektionsstellen in der DR ist das Verteilungsmuster der retrograd markierten
Neurone in den beiden Habenulae relativ symmetrisch (Abb. 3.12, Abb. 3.14, S. 91, S.
93).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Injektionen in den DRdl und DRIl zum La-
beling zahlreicher Neurone im LHbMA, LHbMC, LHbMPc, LHbMMg, aber auch LHbLMc
und LHbLB fuhren. Verglichen mit der Gro3e der einzelnen Unterkerne, projizieren ver-
haltnismaRig viele Neurone aus dem LHbMPc, LHbMMg und LHbLB in den DRdI und

DRIil. Im Verhaltnis stammen nur wenige Neurone aus dem LHbLMc.

3.3.5 Kontrolluntersuchungen

Bei einigen der retrograden Injektionen in die DR kam es zu einer ungewollten Ausbrei-
tung des Tracers das umgebende zentrale Hohlengrau (Periaquaduktales Grau, PAG).
Deshalb wurden Kontrollinjektionen ins PAG durchgefuhrt, um zu untersuchen, ob es
durch Tracing des PAG zu falsch positiven Ergebnissen bei der Auswertung der Zellen
im LHb kommt. Beim Versuch MT05/04 trat eine Tracerspur entlang des Stichkanals im
dorsolateralen PAG auf. Bei den Versuchen MT 105/02 und MT 82/02 lag ein kleinerer
Teil der Injektionsstelle auRerhalb der DR im ventrolateralen und ventralen PAG. Insge-
samt wurden 3 Kontrolluntersuchungen mit Injektionen in verschiedene Stellen des PAG
durchgefuhrt. Beim Versuch MT20/02 wurde der Tracer FG in den dorsolateralen Anteil
des PAG (dIPAG) injiziert (Abb. 3.8, S. 83). Retrograd markierte Somata finden sich vor
allem im medialen Prefrontalen Cortex und im Hypothalamus (AHA, DHA, PHA). Die
Habenulae enthalten keine markierten Neurone. Beim Versuch MT24/02 befindet sich
die Injektionsstelle im lateralen Anteil und ventrolateralen Anteil des PAG (IPAG, VIPAG)
und beim Versuch MT43/02 im ventrolateralen Anteil des PAG (vIPAG) (Abb. 3.8, S. 83).
Retrograd markierte Zellen lassen sich im lateralen Hypothalamus (LH) sowie den rost-
ralen Anteilen des medialen Prefrontalen Cortex (mPFC) sowie im Medialen Orbitalen

Cortex (MO) und Dorsolateralen Orbitalen Cortex (DLO) nachweisen. Auch in diesen
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beiden Fallen sind die Habenulae frei von tracerhaltigen Neuronen. Alle drei Injektions-

stellen sind circa 300x200%x200um grof}.

MT20/02 MT24/02

s
S O

Abbildung 3.8: Lage der Injektionsstellen der Kontrollversuche im dIPAG (MT20/02)
und IPAG (MT24/02) und VvIPAG (MT43/02). Bei den Versuchen MT20/02 und 24/02
wurde der Tracer CTb, beim Versuch MT43/02 der Tracer FG verwendet. Bei keinem
der Versuche fanden sich markierte Neuroe im LHb.

3.3.6 Zusammenfassung der Retrograden Ergebnisse

Nach Injektionen retrograder Tracer in die unterschiedlichen Areale der Dorsalen Raphe
lassen sich die Ursprungsneurone im lateralen Habenularkomplex visualisieren. Diese
befinden sich Uberwiegend im medialen Bereich des LHb. Die meisten Neurone liegen
im zentralen, parvozellularen, marginalen und anterioren Unterkern des LHbM sowie im

magnozellularen Unterkern des LHDbL.

Die einzelnen Unterkerne des LHb projizieren in unterschiedlichem Ausmalf zu den ver-
schiedenen Subarealen der DR. Unter Beachtung der unterschiedlichen GroRRe der In-
jektionsstellen sowie durch den Abgleich mit den anterograden Ergebnissen ergeben

sich folgende Aussagen.

Injektionen in den DRc, DRr, DRIif, aber auch in den DRdI und DRIl fuhren prozentual
betrachtet zu einem Labeling zahlreicher Neurone im LHbMA (22 bis 40% der Gesamt-
projektionen des LHb in das jeweilige Gebiet). Unter Beachtung der Anzahl der Ge-
samtprojektionen des LHb in diese Areale (Vgl. anterograde Ergebnisse, Abb. 3.7, S.
70) lasst sich daraus ableiten, dass besonders viele Axone des LHbMA im DRdI und
DRc, weniger im DRvml enden. Im DRr enden aufgrund der eher geringen Gesamtpro-
jektionen in dieses Gebiet trotz des hohen prozentualen Anteils nur mallig viele bis we-
nige Axone aus dem LHbMA. Sehr wenige oder keine Axonterminalen lassen sich im
DRdmn, DRimn und DRvl nachweisen.

83



Der Anteil der Projektionen des LHbMS zu den jeweiligen Injektionsstellen liegt unter
dreizehn Prozent. Der LHbMS projiziert sehr stark zum DRc bzw. dem kaudalen DRIf,
weniger stark zum DRdmn sowie zum DRvmn. Keine Axone scheinen im DRvl, DRdI,
DRil, DRimn und DRr zu enden, wobei die Aussage Uber die Absolutzahlen der Projek-
tionen nur eingeschrankt moglich ist, da bei den anterograden Tracingvesuchen der

LHbMS nicht vollstandig erfasst wurde.

Der prozentuale Anteil der Projektionen des LHbMMg zu den einzelnen Injektionsstel-
len liegt unter siebenundzwanzig Prozent. Relativ viele Axonterminalen finden sich im
DRc, gefolgt vom DRr bzw. dem rostralen DRif, dem DRdI und DRIil. Prozentual weniger
Axonterminalen finden sich im DRvml, dem kaudalen DRvmn und kaudalen DRimn.
Relativ wenige oder keine Projektionen laufen zum rostralen DRvmn, rostralen DRimn,
DRdmn und DRvl. Unter Beachtung der anterograden Ergebnisse und der unterschied-
lichen GrofRe der Injektionsstellen scheint der LHbMMg besonders zahlreich zum DRc
sowie den angrenzenden DRvml und DRvmn, aber auch zum DRdI und DRIl zu projizie-
ren. Im DRr und kaudalem DRimn enden absolut betrachtet wenige, im rostralen

DRimn, DRdmn und DRvl scheinbar keine Axone.

Bei den einzelnen retrograden Versuchen stammen weniger als einunddreil3ig Prozent
aller Neurone aus dem LHbMPc. Dabei projizieren relativ und absolut betrachtet be-
sonders viele Neurone zum zentralen Anteil des DRdI und DRIl sowie im kaudalen An-
teil des DRvml und DRvmn. Im DRc bzw. kaudalen DRif sowie im rostralen DRvmn und
DRvml finden sich malig viele, im DRr bzw. rostralen DRIif sowie im rostralen DRimn,

im DRdmn und DRvI sehr wenige bis keine Axonterminalen.

Der LHbMC projiziert zu allen Gebieten der DR. Sein Anteil an den Gesamtprojektionen
zu den jeweiligen Injektionsstellen liegt zwischen 14 und 50 Prozent. Die Injektionen in
den kaudalen DRimn, aber auch in den DRvml und DRr bzw. rostralen DRif haben pro-
zentual sehr viele tracerhaltige Neurone im LHbMC. Aber auch Injektionen in DRdI, DRIl
und DRvmn markieren relativ viele Neurone im LHbMC. VerhaltnismaRig wenige Neu-
rone werden nach Tracerapplikation in den DRc oder DRvl markiert. In Zusammen-
schau dieser Relationen mit den anterograden Ergebnissen scheint der LHbMC beson-
ders stark in den kaudalen DRvmI/DRvmn, gefolgt vom kaudalen DRimn und DRdI/DRIil
zu projizieren. Absolut betrachtet enden auch zahlreiche Neurone im DRc bzw. kauda-
len DRIif, wenige hingegen im DRdmn, dem DRvl und dem DRr bzw. rostralen DRIf.
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Die Neurone des LHbLMc enden ebenfalls in allen Unterkerne des LHb. Ihr Anteil an
den Gesamtprojektionen der einzelnen Injektionsstellen liegt zwischen 4 und 59 Pro-
zent. Prozentual die meisten Axonendigungen finden sich im DRvl und angrenzendem
DRvml sowie im DRimn. Nach Injektionen in den DRvl und DRvmlI sind die Absolutzah-
len der markierten Neurone deutlich hdher als nach Injektionen in den DRimn. Der DRdI
und der DRIl werden kaum vom LHbLMc angesteuert. Nach Injektionen in den kaudalen
DRif und DRc liegen ca. 12 Prozent aller markierten Neurone im LHbLMc. Diese stam-
men entweder aus den am meisten dorsomedial gelegenen Anteilen des LHbLMc, wel-
che beim anterograden Tracing beim Versuch MT19/04 nicht erfasst wurden oder sind
moglicherweise einem fibers of passage-Phanomen zuzuordnen, da im DRc nur verein-
zellte Axonterminalen aus dem LHbL nachweisbar sind. Im DRdmn, DRr, DRvmn und

rostralen DRif enden keine oder nur vereinzelt Axone aus dem LHbLMc.

Der LHbLO entsendet insgesamt wenige Axone zur DR. Sein Anteil an den Gesamtpro-
jektionen zu den unterschiedlichen Injektionsstellen liegt zwischen null und elf Prozent.
Relativ betrachtet sendet der LHbLO viele Neurone in den rostralen interfaszikularen
Teil der DR, aber auch in den DRvl und kaudalen DRimn, gefolgt vom DRvml. Unter
Beachtung der anterograden Ergebnisse und unterschiedlichen GréRen der Injektions-
stellen lasst sich daraus ableiten, dass die meisten Neurone im DRvl, gefolgt vom
DRvml und kaudalen DRimn liegen. Der rostrale DRif hingegen erhalt absolut betrachtet
nur wenige Projektionen aus dem LHbLO. Im DRc, kaudalen DRif, DRdmn, rostralen
DRimn, DRvmn sowie im DRdI und DRIl scheinen keine Axone zu enden. Insgesamt ist

die Zahl der Projektionen des LHbLO zu DR eher gering.

Der LHbLPc ist ein sehr kleiner Unterkern. Nur wenige Neurone projizieren zur DR.
Sein Anteil an den Gesamtprojektionen zu dem jeweiligen Injektionsstellen in der DR
liegt unter sieben Prozent. Insgesamt konnten nur bei sechs Versuchen retrograder
Tracer im LHbLPc nachgewiesen werden. Die Axone aus dem LHbLPc scheinen dabei
am ehesten im DRvml und dem rostralen bzw. zentralen Anteil des DRdmn zu enden.
Injektionen in den DRvmn, DRimn, DRr, DRc, DRIif, DRdl und DRIl fuhrten zu keiner

Markierung von Neuronen im LHbLPc.

Auch der LHbLMg ist ein sehr kleiner Unterkern mit einem ebenfalls eher geringen An-

teil an den Gesamtprojektionen zur DR (unter sieben Prozent). Seine Axone scheinen
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im DRdmn, DRvmn/vml aber auch im DRdl/il zu enden. Der DRr, DRc, DRIif, DRuvI,

DRimn und DRIl scheinen nicht angesteuert zu werden.

Auch der LHbLB sendet insgesamt eher wenige Axone zur DR. Sein Anteil an den Ge-
samtprojektionen liegt unter neun Prozent. Am zahlreichsten projizieren seine Neurone
in die lateralen Areale der DR, d.h. zum ipsilateralen DRvl, aber auch zum DRIil, DRdI

und DRvml. Im rostralen DRIif, aber auch im DRdmn und DRimn scheinen keine Axone

ZU enden.
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Tabelle 3.3: Ubersicht tiber die genaue Lage, immunhistochemische Eigenschaften des

Injektionsgebietes und die verwendeten retrograden Tracer.

-/ (+) keine/ kaum Immunoreaktivitdt , +/ ++/ +++ wenig/ maRig/ starke

Immunoreaktivitat

Legende:
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Abbildung 3.9: Schematische Darstellung der Injektionsstellen in die einzelnen Unter-
kerne der Dorsalen Raphe mit Angabe der Koordinaten in rostrokaudaler Achse (Breg-

ma - 7,17mm bis Bregma - 8,7mm). Unterhalb der Koronarschnitte befindet sich jeweils
die dazugehorige vergrolierte Abbildung der DR.
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Abbildung 3.13: Erklarung siehe unten.

Zu Abbildungen 3.10 bis 3.13: Seitengetrennte Darstellung der Ergebnisse der
retrograden Tracingversuche. Linke Spalte: Anzahl der Tracer-haltigen Neurone in den
einzelnen Unterkernen des LHbM; rechte Spalte: Anzahl der Tracer-haltigen Neurone in
den einzelnen Unterkernen des LHbL. Rostraler Bereich der DR: MT 99/02, MT 04/04;
dorsaler Bereich der DR: MT 42/02, MT55/02, MT 84/02, MT 56/02; ventraler Bereich
der DR: MT 05/04, MT 01/04, MT 08/04, MT 104/02; lateraler Bereich der DR: MT
105/02, MT 82/02.

Zu Abbildung 3.14 (folgende Seite): Exemplarische Abbildung der Habenula nach
CTB-Injektion in den DRAI/DRIil (MT105/02). In der linken Spalte (A-E) wurde der
jeweilige Schnitt nach Kluver-Barrera-Farbung fotographiert und nachtraglich am
Computer die einzelnen Unterkerne fur den linken LHb eingezeichnet. Die mittlere
Spalte (A-E’) zeigt den angrenzenden Kryostat-Schnitt durch die Habenula nach
immunhistochemischer Visualisierung des CTB. Die markierten Neurone befinden sich
vornnehmlich im LHbM. In der rechten Spalte (A’-E”) ist der jeweils nachfolgende
Kryostatschnitt der rechten Habenula nach immunhistochemischer Visualisierung von
Kir3.2 dargestelit.
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Abbildung 3.14: Erlauterung siehe Seite 92.
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Abbildung 3.15: Exemplarische Abbildung der Habenula nach CTB-Injektion in den
DRvmI/DRvI (MT01/04). Linke Spalte (A-E): Kluver-Barrera-Farbung der Habenula mit
schematischer Einzeichnung der Unterkerne. Mittlere Spalte (A-E’): CTB-haltige Neu-
rone im LHb liegen vor allem im lateralen LHb (LHbL). Rechte Spalte (A’-E”): immun-
histochemische Visualisierung von Kir3.2 am nachfolgenden Kryostatschnitt.
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4. Diskussion

Mikroskopische Anatomie und Neurophysiologie bilden die Grundlage der Untersu-
chung neuronaler Netzwerke. Die Analyse der strukturellen Vernetzung exzitatorischer
und inhibitorischer Neurone sowie die Untersuchung der jeweiligen Transmitter, Ko-
transmitter und Neuropeptide erlauben wichtige Ruckschlisse auf mogliche Funktions-
kreise und bilden somit die Grundlage fur Entwicklung neuromodulatorischer Pharmaka

mit moglichst hoher Effektivitat und geringem Nebenwirkungsprofil.

Nachdem in der lateralen Habenula zehn Unterkerne nach morphologischen Kriterien
abgegrenzt wurden (Andres, et al., 1999; Geisler, et al., 2003), sollte hier untersucht
werden, ob sich diese Areale auch durch spezifische Projektionen unterscheiden, wel-

che mdglicherweise von funktioneller Bedeutung sind.

4.1 Methodologische Aspekte bei der Analyse von Projektionssystemen
mittels Tract-Tracing

Zur Untersuchung von neuronalen Netzwerken sind im Laufe der Zeit bereits verschie-
dene Methoden etabliert worden. Diese reichen von unspezifischen Markscheidenfar-
bungen und Lasionsstudien bis hin zu verschiedenen Tracing-Techniken. Bei den mo-
dernen Tracing-Techniken wird die Fahigkeit von Neuronen genutzt, visualisierbare Mo-
lekile aufzunehmen und durch axonalen Transport innerhalb der Nervenzelle aktiv zu
beférdern. Die verschiedenen Marker (Tracer) unterscheiden sich durch die Nutzung
unterschiedlicher Transportproteine in der Zellmembran. So werden Fluoro-Gold (FG)
und die Beta-Untereinheit des Cholera-Toxins B (CTB) an den prasynaptischen Endi-
gungen der Nervenzellen, Lektine und Latexpartikel hingegen an Dendriten und Somata
aufgenommen. Tracer lassen sich je nach Transportrichtung in der Nervenzellen eintei-
len. So nutzten die Tracer Phaseolus vulgaris leucoagglutinin (Phal-L) rein anterograde
und Fluorogold hingegen retrograde Transportmechanismen. Tetramethylrhodamin-
gekoppelte Dextrane (TMR-DA) werden prinzipiell bidirektional transportiert, wobei je
nach GrolRe der gekoppelten Dextrane dieses Gleichgewicht zugunsten einer bestimm-

ten Transportrichtung verschoben werden kann (Vercelli, et al., 2000).
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Bei der Wahl bestimmter Neurotracer sind auch substanzspezifische Eigenschaften zu
beachten. Diese spielen beispielsweise fur die unterschiedliche intrazellulare Haltbarkeit
(Resistenz gegenuber Abbauprozessen) oder Zytotoxizitat eine entschiedende Rolle.

Wahrend in den Anfangsjahren vornehmlich radioaktiv markierte Aminosauren fur die
anterograde Darstellung von Projektionswegen in Frage kamen, finden heutzutage eine
Vielzahl von Substanzen Verwendung. Diese sind entweder selbst-visualisierend (Fluo-
reszenz-Farbstoffe) oder bilden durch Enzymreaktionen (Meerrettichperoxidase) im
Gewebe Farbniederschlage. Mittlerweile stehen auch verschiedene Verstarker-
Methoden zur Verfligung (z.B. Biotin-Avidin-Methode, Streptavidin-Methode). Die Ver-
wendung von attenuierten, neurotropen Viren ermdglicht inzwischen sogar den transsy-
naptischen Transport uber mehrer Neurone hinweg und somit die Unterscheidung in

Projektionen erster und zweiter Ordnung (Felton, et al., 1999).

Bei der Anwendung von Tract-Tracing-Studien spielt die GroRe der Injektionsstellen ei-
ne wichtige Rolle. Sie sollte einerseits hinreichend grof3 sein, um ausreichend Tracer ins
Hirngewebe einzubringen und somit moglichst viele der transportierenden Neurone dar-
stellen zu kdnnen. Fir die genaue Erfassung von potentiellen Neuronenkreisen sind
dagegen madglichst kleine und genau lokalisierte Injektionsstellen winschenswert. Im
Fall der lateralen Habenula ist es technisch nicht realisierbar, eine ausreichende Menge
an Tracer isoliert in jeden einzelnen der zehn Unterkerne zu injizieren ohne die benach-
barten Subnulei ebenfalls zu treffen. Fir die Untersuchung von putativen unterkernspe-
zifischen Projektionen ist es daher sinnvoll, retrograd in die Projektionsgebiete des LHb
zu tracen und anschlie3end die Verteilung von Neuronen in den einzelnen Subnuclei zu
untersuchen. Auch durch den Vergleich ahnlicher Injektionsstellen, welche in unter-
schiedlichem Malde benachbarte Subnuclei einbeziehen, lassen sich haufig Aussagen
bezlglich der Projektionen relative kleiner Areale treffen, auch wenn die einzelnen In-

jektionsstellen groRer sind als der jeweilige Unterkern.

4.1.1  Vor- und Nachteile der verwendeten Tracing-Methoden

Fir die anterograden Tracingstudien wurden hier Phaseolus vulgaris leucoagglutinin
(Pha-L) und Tetramethylrhodamin-Dextranamin (TMR-DA) verwendet. TMR-DA wird
prinzipiell bidirektional in den Neuronen transportiert. Bei der verwendeten Molekulgro-
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Re von 10kDA findet jedoch vornehmlich anterograder neuronaler Transport statt
(Vercelli, et al., 2000). Als retrograde Tracer wurden Fluoro-Gold (FG) und die Beta-
Untereinheit des Choleratoxins (CTB) verwendet. Alle vier Tracer werden von vitalen
Neuronen gut aufgenommen und entlang des Mikrotubulussystems transportiert. Fur
die immunhistochemische Visualisierung wurden optimierte und standardisierte Proto-
kolle verwendet, welche die Tracer sehr selektiv darstellen. Die Verwendung von Ver-
starkersystemen (ABC-Methode) fuhrt zu kontrastreicheren Farbungen und ermdglicht

dadurch eine gute lichtmikroskopische ldentifikation der neuronalen Strukturen.

Die Ergebnisse einiger alterer Tracing-Studien fuhrten zur Hypothese einer potenziellen
Neurotoxitzitat von Fluorogold, da dieser Tracer mit zunehmender Verweildauer in-vivo
zu einem scheinbaren Neuronenverlust im Gehirn fuhrt (lllert, et al., 1982; Naumann, et
al., 2000). Auch eine neuere Arbeit, welche die Wirkung von FG auf die Neurone von
rTg4510-transgenen Mausen mit Uberexpression des humanen pathologischen Tau-
Proteins untersuchte, belegte neurologische Defizite und verstarkte Caspase-abhangige
Apoptose in diesen Neuronen (He, 2009). Die uberwiegende Mehrheit der Studien an
gesunden Neuronen verschiedener Spezies (Uuberwiegend Mause und Neunaugen)
ergab jedoch, dass FG nicht neurotoxisch wirkt, sondern tUber lange Zeit insbesondere
in den Lysosomen nachgewiesen werden kann (Akhavan, et al., 2006; Aston-Jones, et
al., 2009; McClellan, et al., 2006; Novikova, et al., 1997; Persson and Havton, 2009).
Die Nachweisbarkeit lasst sich dabei durch die Verwendung von immunhistochemi-
schen Methoden im Vergleich zur direkten Fluoreszenzmikrospopie deutlich erhéhen
(Akhavan, et al., 2006). Ab einer Verweildauer von 6 bis 12 Wochen in vivo nimmt der
Gehalt an FG durch Zerfalls- und Abbauprozesse in den Neuronen jedoch wieder ab
(Akhavan, et al., 2006). Auf eine moglichst kurze Verweildauer im operierten Tier sollte

daher geachtet werden.

4.1.1.1 Das Problem der fibers of passage

Ein haufig diskutierter Punkt bei der Interpretation von Tracing-Studien ist das Problem
der .fibers of passage®. Dabei ist gemeint, dass Nervenfasern, welche ein Kerngebiet
nur durchziehen ohne dort zu Synapsen zu bilden, Tracersubstanzen akzidentell auf-
nehmen und diese ebenfalls transportieren konnen. Dieses Phanomen tritt teilweise
durch lokale Gewebeverletzung im Injektionsgebiet, teilweise jedoch auch ohne ent-
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sprechende Lasionen durch tracerspezifische Charakteristika auf. Durch diese akziden-
telle Traceraufnahme kommt es zu falsch positiven Ergebnissen, welche zu Fehlinter-
pretationen fuhren konnen. Es ist bekannt, dass nicht alle Neurotracer im gleichen
Ausmal zu einer ,fibers of passage“-Problematik fuhren (Brodal, et al., 1983; Chen and
Aston-Jones, 1995; Dado, et al., 1990; Frey, et al., 1997; Llewellyn-Smith, et al., 1990;
Luppi, et al., 1990; Swanson, 2002; Vrang, et al., 1995).

Um die akzidentelle Aufnahme von Tracersubstanz durch fibers of passage“ zu redu-
zieren, wurden alle zur Verfugung stehenden MalRnahmen zur Minimierung des lokalen
Gewebeschadens ergriffen. So wurden nur geradlinige gebrochene Mikropipetten mit
kleinen Spitzendurchmessern verwendet und die applizierten Stromstarken gering ge-
halten. Die Tracer wurden iontophoretisch und nicht mechanisch appliziert, um das Ri-

siko falsch positiver Ergebnisse zu reduzieren (Luppi, et al., 1990).

Durch die Gegenuberstellung der anterograden und retrograden Tracing-Versuche so-
wie durch den Vergleich der Ergebnise von Tracern mit bekannter ,fibers of passage®-
Problematik (zB. TMR-DA) mit Tracern, welchen bisher keine oder wenig akzidenteller
Transport nachgewiesen werden konnte (z.B. PHA-L), wird eine Aussage dartiber mog-
lich, in welchem Umfang falsch positive Ergebnisse durch ,fibers of passage® die Resul-
tate beeinflussen (Conte, et al., 2009). Im Fall der DR ware eine fibers-of-passage-
Problematik theoretisch am ehesten fur Injektionen in den DRif, DRvmn und DRvml
denkbar, da diese Areale von zahlreichen nicht terminierenden Fasern aus dem LHb
durchzogen werden. Der Vergleich der Gesamtzahlen der retrograd markierten Zellen
mit den anterograden Ergebnnissen und den jeweiligen Grollen der dazugehdrigen In-
jektionsstelle spricht jedoch eher gegen das Vorliegen einer relevanten fibers-of-

passge-Problematik bei den retrograden Studien.

Der Vergleich der anterograden Tracer TMR-DA (siehe Kapitel 3.2, MT 18/04, MT19/04)
und PHA-L (nicht dargestellte eigene Ergebnisse und weitere institutsinterne Untersu-
chungen) zeigt ubereinstimmende Ergebnisse fur die Verteilung der Axonterminalen des
LHb in der DR. Eine gravierende Verfalschung der Ergebnisse durch die fibers of pas-
sage-Problematik bei der Untersuchung der Projektionen vom LHb zur DR mit TMR-DA

ist daher unwahrscheinlich.
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4.2 Interpretation der Ergebnisse — Inhaltliche Uberlegungen

Der Nachweis von Axonendigungen in einem Kerngebiet legt auf den ersten Blick nahe,
dass diese Axone zu einer Exzitation oder Inhibition der Neurone jenes Kerngebietes
fuhren kdnnen. Bei der Beurteilung von Tracing-Studien muss jedoch beachtet werden,
dass Axone zwar im Gebiet eines Subnucleus enden kénnen, jedoch synaptische Kon-
takte mit den Dendriten benachbarter Areale besitzen konnen. Solche verzweigten
Dendritensysteme sind beispielsweise fur den LHDb, nicht jedoch fur die DR beschrieben
(lwahori, 1977; Kim and Chang, 2005). Umgekehrt kann auch nicht ausgeschlossen
werden, dass bei Injektionen in die einzelnen Subareale einer Hirnstruktur retrograder
Tracer Uber Axonkollateralen benachbarter Subareale aufgenommen und transportiert
wurden. Eine genauere Beurteilung der Innervation eines Kerngebietes erlauben weiter-
fuhrende Methoden wie zum Beispiel Doppelmarkierungen oder Tract-Tracing in Kom-
bination mit elektronenmikroskopischem Nachweis von Zellkontakten. Diese sind jedoch
technisch aufwendiger und stehen daher in der Regel erst an zweiter Stelle zur Beant-
wortung spezieller Fragestellungen.

Die Anzahl der markierten Neurone pro Unterkern erlaubt keinen direkten Rlckschluss
auf die funktionelle Bedeutung oder ,Intensitat” dieser Verbindung. Es ist bekannt, dass
in manchen Fallen ein synaptischer Kontakt zwischen zwei Neuronen ausreicht, um die
zweite Nervenzelle zu depolarisieren, in anderen Fallen ist eine Bahnung durch mehre-
re Neurone notwendig, um eine Erregung weiterzuleiten. Weiterfuhrende elektrophysio-

logische oder pharmakologische Untersuchungen sind hierzu notwendig.

4.3 Die Interpretation der Tracing-Ergebnisse erfordert eine detaillierte

Kenntnis der Dorsalen Raphe

Die gebrauchlichste Einteilung der DR ist die Nomenklatur nach Paxinos und Watson.
Diese unterteilten die DR in rostrale, kaudale, dorsale, ventrale und ventrolaterale Sub-
areale (Paxinos and Watson, 1989). Die Zellmorphologie und Verteilung serotoninerger
Neurone deuten jedoch bereits auf einen komplexeren Aufbau der einzelnen Unterkerne
hin. Bei der Auswertung der anterograden Tracing-Versuche fiel auRerdem auf, dass
sich die Axonterminalen je nach Lage der Injektionsstelle im LHb clusterahnlich inner-

halb der bekannten Unterkerne der DR abbilden. Um diese Cluster besser charakteri-
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sieren zu kdnnen und Rickschlisse auf mdgliche Funktionskreise ziehen zu kdnnen,
wurde das Vorkommen verschiedener Neuropeptide, Transmitter und anderer Marker-
proteine in der DR untersucht. Anhand der Zellmorphologie sowie der zytochemischen
Charakteristika der Neurone kann die DR in zehn verschiedene Subareale eingeteilt

werden (Kapitel 3.1).

4.3.1 Die Dorsale Raphe ist heterogen aufgebaut

In der DR kommen verschiedene Neurotransmitter und Neuropeptide vor. Fur das Pri-
matenhirn wurde die Verteilung und Kolokalisation der verschiedenen Transmitter und
Neuromodulatoren bereits in einer sehr detaillierten Ubersichtsarbeit dargestellt
(Charara and Parent, 1998). Fur das Rattemhirn exisitiert bisher keine ahnliche Unter-
suchung, wenngleich inzwischen einzelne Reviews die Verteilung der unterschiedlichen
Neurotransmitter in der DR beschreiben (Michelsen, et al., 2008; Michelsen, et al.,
2007). Zum besseren Verstandnis der neuroanatomische Unterschiede zwischen bei-
den Gattungen, zum Beispiel bezuglich der Anzahl der Unterkerne und Verteilung sero-

toninerger Neurone der DR ist eine genauere Untersuchung des Rattenhirns notwendig.

Circa ein bis zwei Drittel der Neurone der DR des Rattenhirns enthalten Serotonin, wo-
bei dieses haufig mit anderen Neurotransmittern und Neuromodulatoren kolokalisiert ist
(Hokfelt, et al., 1978; Jacobs and Azmitia, 1992; Melander, et al., 1986; Molliver, 1987).
Katecholaminerge (Tyrosinhyroxylase-positive), insbesondere dopaminerge Neurone,
machen bei der Ratte bis zu ein Drittel der Neurone der DR aus (Descarries, et al.,
1986; German, et al., 1983; Hokfelt, et al., 1976; Hokfelt, et al., 1978; Kohler and
Goldstein, 1984; Stratford and Wirtshafter, 1990). Bei Katzen (Miachon, et al., 1984)
und Menschen (Pearson, et al., 1979) ist ihr Anteil geringer als im Rattenhirn
(Descarries, et al., 1986). Sie liegen vor allem in den ventromedialen Anteilen der DR
und projizieren vornehmlich zum Nucleus accumbens sowie dem lateralen Septum,
wahrend der mediale Prefrontale Cortex und das Caudatoputamen kaum von ihnen in-
nerviert werden (Stratford and Wirtshafter, 1990).

Die eigenen Untersuchungen zeigen, dass neben einer Haufung TH-positiver Neurone
in den rostralen ventromedialen Abschnitten der DR, auch zahlreiche TH-positive So-
mata und Nervenfasern im DRdI und DRIl vorkommen (Abb. 3.2B, Abb. 3.3D, S. 60 f.).
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Die Dopaminbetahydroxylase (DBH) katalysiert die Umwandlung von Dopamin in
Noradrenalin. Sie Iasst sich vor allem in den Nervenfasern und einigen Somata des
DRdI und des angrenzenden Periaquaduktalen Grau (PAG) nachweisen. Die gesamte
DR ist bis auf den DRimn und den DRvI von einem feinen DBH-positiven Fasernetz
durchzogen (Abb. 3.2H, Abb. 3.3.H, Abb. 3.4E, S. 60 ff.). Noradrenerge Afferenzen zur
DR bewirken eine tonische Akivierung serotoningerger Neurone uber den Alpha-1-
Adrenorezepror, welcher auf nahezu allen serotoninergen, aber auch einigen GABAer-

gen Neuronen den DR lokalisiert ist (Day, et al., 2004).

Im Rattenhirn befinden sich zahlreiche GABAerge Neurone im Bereich des dorsalen
mesopontinen Tegmentums (Belin, et al., 1983; Ford, et al., 1995; Nanopoulos, et al.,
1982; Ottersen and Storm-Mathisen, 1984; Stamp and Semba, 1995). Dieses Gebiet
umfasst neben der DR auch das Periaquaduktale Grau (PAG), die Extrapyramidalregion
des Mittelhirns (midrain extrapyramidal area, MEA) und verschiedene cholinerge Kern-
gebiete (PPTg und LDTg) (Baker, et al., 1991; Rye, et al., 1987; Steininger, et al.,
1992). Pharmakologische Untersuchungen zeigen, dass GABAerge Neurone die sero-
toninergen Nervenzellen der DR inhibieren (Lee, et al., 1987; Nishikawa and Scatton,
1983; Pan and Williams, 1989) und bei der Schmerzmodulation eine wichtige Rolle
spielen (Levine and Jacobs, 1992; Moreau and Fields, 1986; Wang, et al., 1994; Wang
and Nakai, 1994). GABAerge Neurone kommen beim Primaten (Squirrel monkey) weni-
ger haufig, jedoch prinzipiell in den gleichen Gebieten wie serotoninerge Neurone vor
(Charara and Parent, 1998). Sie sind au3erdem kleiner als serotoninerge Nervenzellen
und bilden um diese zahlreiche boutontragende Fasernetze (Charara and Parent,
1998). Sie sind Uberwiegend als symmetrische Synapsen mit den Perikarya und Dendri-
ten der Serotonin-haltigen Neurone verbunden (Wang and Nakai, 1994). Einige der
GABAergen Neurone fungieren nicht als lokale, sondern Projektionsneurone beispiels-

weise zum posterioren lateralen Hypothalamus (Ford, et al., 1995).

In den eigenen Untersuchungen zeigt sich in allen Unterkernen ein dichtes GABAerges
Fasernetz. Die Glutamatdecarboxylase (GABA-synthetisierendes Enzym) der Isoform
GADgs laRt sich vor allem kaudal im DRc, DRdI und DRIl nachweisen, wahrend in den
rostralen Anteilen die ventralen Unterkerne (DRif, DRvml, DRvI) ein besonders dichtes
GADgs-positives Fasernetz aufweisen (Abb. 3.2F, Abb. 3.3G, Abb. 3.4G, Abb. 3.5E, S.
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60 ff.). Besonders viele GADg7-haltige Somata liegen im DRvmn, DRif und DRdI (Abb.
3.3F, Abb. 3.2G, S. 60 f.).

Das Neuropeptid Substanz P (SP) kommt in einigen Neuronen der rostralen und kau-
dalen DR vor (Chan-Palay, et al., 1978; Hokfelt, et al., 1978; Ljungdahl, et al., 1978). Es
wird haufig mit Serotonin koexprimiert (Hokfelt, et al., 1978; Pelletier, et al., 1981). Wah-
rend SP in den rostralen Bereichen und den Wings vornehmlich in den Somata lokali-
siert ist, wurde ein dichtes Netz von SP-haltigen Terminalen im Bereich des DRD (Ein-
teilung der Unterkerne nach Paxinos und Watson) beschrieben (Ljungdahl, et al., 1978;
Moss and Basbaum, 1983). Die eigenen Untersuchungen zeigen, dass der Substanz-P-
Rezeptor NK1 sehr zahlreich auf den Dendriten des DRimn vorkommt (Abb. 3.3C, S.
61). Der NK1-Rezeptor findet sich zusatzlich auf vielen Neuronen der zentralen und
rostralen Zone (Abb. 3.2E, S. 60). Einige der SP-immunoreaktiven Neurone besitzen
aszendierende Projektionen zur Amygdala, der Zona incerta und den Ncll. laterales tha-
lami (Lechner, et al., 1993; Li, et al., 1990).

FUr das Neuropeptid Galanin konnte eine Kolokalisation mit serotoninergen Neuronen
gezeigt werden (Lu, et al., 2007; Melander, et al., 1986; Ogren, et al., 2007). Auch in
den eigenen Untersuchungen kommt Galanin haufig in Arealen mit einem hohen Anteil
serotoninerger Neurone vor (z.B. DRvmn). Der serotoninarme DRimn hingegen enthalt
keine Galanin-positiven Zellen (Abb. 3.3B, S. 61)

Das calciumbindende Protein Calbindin wurde bisher nur in den kaudalen Anteilen im
Rattenhirn beschrieben (Celio, 1990). Wahrend sich in den eigenen Untersuchungen
Calbindin-positive Neurone vor allem in den rostralen und lateralen Anteilen der DR
darstellen lassen (Abb. 3.2A, Abb. 3.3A, S. 60 f.). Beim Primaten konnte eine betrachtli-
che Anzahl calbindinhaltiger Neurone nachgewiesen werden. Diese liegen vor allem
zentral in den 5-HT-negativen Arealen (Charara and Parent, 1998). Calbindin ist jedoch
auch teilweise mit Serotonin kolokalisiert (Charara and Parent, 1998). Ihm wird eine
protektive Funktion in neurodegenerativen Prozessen mit konsekutiver Kalziumuberla-
dung zugeschrieben (Baimbridge, et al., 1992; Braun, et al., 1991; Celio, 1990; Parent,
et al., 1996).

Das Neuropeptid Neurotensin wurde vor allem in den Somata der rostralen Raphe-
Kerne nachgewiesen, wahrend alle Raphe-Kerne von einem Netz NT-haltiger Nerven-
fasern durchzogen werden (Jolas and Aghajanian, 1996; Jolas and Aghajanian, 1997;
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uhl, et al., 1979). Neurotensin flhrt zu einer erhéhten Entladungsrate einiger serotoni-
nerger Neurone speziell im ventralen Unterkern der DR, wahrend in den dorsalen und
lateralen Anteilen der DR die meisten serotoninergen Neurone nicht oder nur schwach
auf Neurotensingabe reagierten (Jolas and Aghajanian, 1996). Tracing-Studien mit
kombinierter Neurotensin-mRNA-in situ-Hybridisierung zeigten, dass die DR uber Neu-
rotensin zur Area tegmentalis ventralis (VTA) projiziert und dort dopaminerge Neurone

aktivieren kann (Geisler and Zahm, 2006).

In den eigenen Untersuchungen konnten am Ubergang von der der rostralen zur zentra-
len Zone der DR zwei dichte NT-positive Faserstrange nachgewiesen werden, welche
von ventral nach dorsal verlaufen. Diese liegen vor allem im DRvml und im Randbereich
des DRvmn und DRimn, aber auch im DRdI. Zwischen diesen Fasern finden sich auch
NT-positive Somata (Abb. 3.2D, S. 60). In der kaudalen zDR finden sich weniger NT-
haltige Neurone. Diese liegen vor allem im DRdl und im DRimn. Der DRdmn und DRvml
weisen kaum NT-positve Neurone auf (Abb. 3.4D, 3.5A, S. 62 f.).

4.3.2 Die Projektionen der DR sind topographisch geordnet

In Ubereinstimmung mit zahlreichen Arbeiten belegen auch die eigenen Tracingergeb-
nisse eine topographische Ordnung der Afferenzen und Efferenzen der DR. Die meisten
hodologischen Studien verwenden dabei die Nomenklatur nach Paxinos und Watson,
bei der die DR in die Subareale DRD, DRV, DRVL sowie die rostrale und kaudale DR
eingeteilt wird (Paxinos and Watson, 1989).

Der DRD und der DRV erhalten einen betrachtlichen Teil ihrer Innervation vom zentra-
len Kern der Amygdala (Peyron, et al., 1998). Insbesondere im DRD enden sehr zahl-
reich Axonterminalen aus dem Bettkern der Stria terminalis sowie den lateralen, dorsa-

len und posterioren hypothalamischen Gebieten (Peyron, et al., 1998).

Die rostralen Anteile der DR projizieren Uber den medialen aszendierenden Projekti-
onsweg vornehmlich zur Subantia nigra pars compacta (SNc) und uber den dorsalen
aszendierenden Projektionsweg zum Striatum und Globus pallidus (GP) (Bobillier, et al.,
1976; Brown and Molliver, 2000; DeVito, et al., 1980; Imai, et al., 1986; Jacobs, et al.,
1978; Miller, et al., 1975; Steinbusch, et al., 1981; Steinbusch, et al., 1980; van der
Kooy and Hattori, 1980; van der Kooy and Kuypers, 1979). Wahrend die rostrale Raphe
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also vornehmlich zu motorischen Zentren projiziert, steuert die kaudale Raphe eher lim-
bische Regionen wie zum Beispiel den Hippocampus und die Amygdala an (Azmitia,
1981; Jacobs, et al., 1978). DRD und DRV weisen viele Projektionen zum motorischen,
sensomotorischen und visuellen Cortex auf. Die ,Wings“ hingegen haben keine kortika-
len Projektionen (O'Hearn and Molliver, 1984; Waterhouse, et al., 1986).

Der DRV projiziert dreifach starker zum Cortex als der DRD, wobei sich ein Gradient in
rostrokaudaler und mediolaterale Ebene beobachten lasst (O'Hearn and Molliver, 1984).
Der DRV besitzt besonders zahlreiche efferente Verbindungen zum piriformen Cortex
(Datiche, et al., 1995; O'Hearn and Molliver, 1984). Die meisten Projektionen der DR zu
den anterioren thalamischen Kerngebieten stammen aus dem DRD und dem DRV
(Gonzalo-Ruiz, et al., 1995). Das wichtigste Zielgebiet des DRD ist das Striatum und
das laterale Septum (Peyron, et al., 1998; Waselus, et al., 2006). Dabei ist bekannt,
dass im DRD zwei morphologisch abgrenzbare Regionen existieren, welche sich auch
in ihren Projektionen unterscheiden. Die sogenannte ,core“-Region entsendet ihre
Axonterminalen vornehmlich zum Caudatoputamen (Peyron, et al., 1998; Steinbusch, et
al., 1981) wahrend die ,shell*-Region, welche auch Teile des DRV beinhaltet, starke
efferente Verbindungen zum Basolateralen Unterkern der Amygdala besitzt (Abrams, et
al., 2005; Peyron, et al., 1998).

Der LHb projiziert unter Verwendung exzitatorischer Aminosauren zur Dorsalen Raphe
(Kalen, et al., 1985; Nishikawa and Scatton, 1983). Die Projektionen des LHb enden
sowohl in der rostralen, als auch zentralen und kaudalen Zone der DR (Peyron, et al.,

1998), wobei die Ergebnisse dieser Arbeit eine genauere Differenzierung ermdglichen.

Die eigenen Untersuchungen bestatigen, dass eine Unterteilung der dorsomedianen
Raphe in zwei Anteile (DRdmn und DRimn) notwendig ist, welche sich nicht nur mor-
phologisch, sondern auch in der Expression verschiedener Neuropeptide sowie in ihren
afferenten Verbindungen vom LHb unterscheiden (siehe Kapitel 3.1.1.5, 3.1.1.6, 3.2.1,
3.2.2,3.3.3.1und 3.3.3.2).

Der rostrale Anteil des intermediomedianen Unterkerns der DR (DRimn) entspricht der
»shell-Region“ des DRD (Abrams, et al., 2005). Der DRimn fallt durch sein dichtes Netz
NK1-Rezeptor-positiver Nervenfasern auf, was darauf hindeutet, dass dieser Projek-
tionsweg durch Substanz P modifiziert wird (Commons and Valentino, 2002; Commons,
et al., 2003; Valentino, et al., 2003) (eigene Untersuchungen, siehe Kapitel 3.1.1.5). Der
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rostrale bzw. zentrale Anteil des DRimn wird Uberwiegend vom LHbLMc angesteuert,
wahrend im kaudalen Anteil vorwiedend Neurone aus dem LHbMC enden (eigene Er-
gebnisse, siehe Kapitel 3.3.3.2). Im benachbarten dorsomedianen Unterkern der DR
terminieren hingegen nur vereinzelte Axone aus dem LHb (eigene Untersuchungen,
siehe Kapitel 3.3.3.1). Die eigenen Untersuchungen zeigen, dass auch die Wings aus
morphologisch unterschiedlichen Gebieten (DRdIl, DRil DRvl) bestehen, welche Axon-
terminalen aus unterschiedlichen Unterkernen des LHb erhalten. Im DRdIl und DRIl en-
den zahlreiche Axone aus dem LHbM (MA, MC, MPc und MMg), im DRvl vorwiegend
Neurone aus dem LHbL(Mc) (eigene Ergebnisse, siehe Kapitel 3.3.4 und 3.3.3.3, Abb.
3.7,S.70, Tab. 3.2, S. 69).

4.3.3 Kombinierte Analysen ermdglichen Rickschlisse auf lokale

Funktionskreise in der Dorsalen Raphe

Erst durch die kombinierte Analyse von Morphologie, Hodologie, Rezeptor- und Membr-
aneigenschaften der einzelnen Subareale kann ein funktionelles Verstandnis von kom-
plexen Hirnstrukturen wie der Dorsalen Raphe oder dem lateralen Habenularkomplex

entstehen.

Seit langerer Zeit sind verschiedene Neuropeptide in den Focus der pharmakologischen
Forschung geruckt. So werden NK1- und CRF-Antagonisten anxiolytische und antide-
pressive Eigenschaften zugeschrieben (Kramer, et al., 1998). Die genauen Wirkmecha-
nismen sind jedoch bisher nicht im Detail verstanden. Neurophysiologische Studien
zeigten, dass Neuropeptide auf die Neurone der DR je nach Applikationsort unter-
schiedlich wirken, was jedoch aufgrund des beschriebenen heterogenen Aufbaus nicht
Uberraschend ist. Die lokale Injektion von SP flhrt in den meisten Unterkernen der DR
zu einer Inhibition von rund 80% aller serotoninergen Neurone, wobei 17% dieser Neu-
rone eine vorherige Exzitationsphase aufweisen (Valentino, et al., 2003). Im dorsomedi-
anen Bereich der Dorsalen Raphe, die eine hohe Dichte an NK1-Rezeptoren aufweist
(entspricht DRimn der eigenen Untersuchungen), wirkt SP jedoch Uberwiegend aktivie-
rend auf die serotoninergen Neurone des unmittelbar angrenzenden DRdmn
(Commons, et al., 2003; Valentino, et al., 2003). Dabei scheint SP die glutamatvermittel-
te Erregung von serotoningeren Neuronen zu begunstigen, welche wiederum zu einer

erhohten Autoinhibition fuhrt, wie sich aus den weiterfUhrenden elektrophysiologischen
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Untersuchungen unter Verwendung selektiver Rezeptorantagonisten ableiten lasst
(Commons and Valentino, 2002; Valentino, et al., 2003). Immunhistochemische Studien
zur Kolokalisation von Neuropeptiden zeigen, dass der Uberwiegende Teil der NK1-
Rezeptor exprimierenden Neurone nicht-serotoninerg ist (96% Tryptophanhydroxylase-
negativ), wahrend 48-65% der Neurone glutamaterg sind und ein kleinerer Teil (11%)
Enkephalin exprimiert (Commons and Valentino, 2002). Die Autoinhibition serotoniner-
ger Neurone wird Uber den 5-HT1A-Rezeptor vermittelt. Dieser wird von nahezu allen
serotoninergen Neuronen, aber auch von einem betrachtlichen Anteil nicht-
serotoningerger Neurone in der DR exprimiert (Commons, 2008; Day, et al., 2004;
Kirby, et al., 2003).

Die serotoninergen Neurone des DRdmn liegen in unmittelbarer Nachbarschaft zum
DRimn und exprimieren ausserdem den Corticotropin-Releasing-Faktor
(CRF)(Commons, et al., 2003). Anterograde Tracing-Studien (Commons, et al., 2003)
zeigen, dass diese 5-HT/CRF-positiven Neurone zum zentralen Kern der Amygdala,
dem dorsalen Hypothalamus, dem Bettkern der Stria terminalis sowie dem Locus caeru-
leus projizieren (Abb. 4.3, S. 121). Die Uberwiegend nichtserotoninergen, NK1-
Rezeptor-positiven Neurone der Shell-Region (entsprechen DRimn) hingegen projizie-
ren unter Verwendung von Glutamat zur VTA, SNc, dem Hypothalamus und der preop-
tischen Region (Abb. 4.3, S. 121)(Hioki, et al., 2010).

Diese in der DR und letztlich auch in der VTA konvergierenden Neuronenkreise kdnnten
die ahnlichen und Uberlappenden Wirkungen von Serotonin-Reuptake-Hemmern
(SSRI), CRF- und NK1-Antagonisten in Bezug auf Anxiolyse, Depression und antiag-
gressives Verhalten erklaren. SSRI bewirken unter anderem uber eine Desensibilisie-
rung der 5-HT1A-Autorezeptoren der DR eine verstarkte serotoninerge Aktivierung des
Frontalen und Prefrontalen Cortex, welche wiederum einen inhibitorischen Einfluss auf
aggressives Verhalten ausiben, sofern dieses mit negativen Konsequenzen fur das
Individuum verbunden ist (Siever, 2008). Dabei spielen insbesondere der orbitale fronta-
le Cortex und das anteriore Cingulum eine wichtige Rolle fur die Voraussage von Be-

lohnung oder Bestrafung (Siever, 2008).

Analog zur Wirkung von SP auf die einzelnen Neuronengruppen in der DR kdnnte ver-
mutet werden, dass NK1-Antagonisten in den meisten Unterkernen der DR zu einer

erhohten Serotoninausschuttung fuhren und damit auch im frontalen und prefrontalen
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Cortex, welcher besonders zahlreiche Projektionen aus dem DRV (DRvmn, DRvml) er-
halt (O'Hearn and Molliver, 1984). Moglicherweise wirken NK1-Antagonisten hemmend
auf die serotoninergen, CRF-haltigen Neurone des DRdmn, welche zum zentralen Kern
der Amygdala (Ce) projizieren. Der Ce besitzt wiederum reziproke Verbindungen zu
verschiedenen vegetativen Zentren des Hirnstamms, aber auch der LPO und LHA. Eine
verminderte Aktivierung des zentralen Kernes der Amygdala kdnnte so zu einer vermin-
derten vegetativen Begleitreaktion auf Angst- und Stressstimuli fUhren. Jedoch ist ein
einfacher Umkehrschluss aus den Daten der Wirkung von SP auf moégliche Wirkung von
Antagonisten ohne weiterfihrende Untersuchungen nicht méglich, sondern kann ledig-

lich die Basis fur weiterfihrende Untersuchungen sein.

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass vor allem der LHbLMc zum rost-
ralen, NK1-Rezeptor-reichen DRimn projiziert, sollte in weiterfihrenden Doppelmarkie-
rungsstudien gepruft werden, ob diese Neurone Glutamat und SP oder andere Trans-
mitter verwenden. Interessant ware weiterhin die Klarung der Frage, wie der LHbMC,
der von anderen hypothalamischen und preoptischen Gebieten angesteuert wird als der
LHbLMc (Kowski, et al., 2008) das 5HT/CRF-System beeinflusst. Der LHbMC, der
LHbMA und der LHbMMg erhalten ihren Haupt-Input vom IHA und cLPOA (Kowski, et
al., 2008). Diese drei Unterkerne projizieren zusammen sehr zahlreich in nahezu jedes
Gebiet der DR. Daher liegt insgesamt die Vermutung nahe, dass der IHA und die
cLPOA einen groReren Einfluss auf die Funktion der DR ausliben als andere hypotha-
lamische oder preoptische Gebiete. Diese Fragestellung wurde bisher jedoch noch nicht

spezifisch in elektrophysiologischen Studien getestet.

Nicht nur die Anxiolyse via NK1-Rezeptor-Antagonisten scheint unterkernspezifisch in
der DR organisiert zu sein, sondern auch die Verarbeitung von Stressreizen. So werden
beispielsweise die serotoninergen Neurone der Wings (DRVL) deutlich schneller und
intensiver durch verschiedene Stressoren (Schwimmstress, sozialer Stress, Stress
durch Umgebungswechsel) aktiviert als beipielsweise die des DRV (Commons, et al.,
2005; Crawford, et al., 2010; Johnson, et al., 2008). Die Wings und der DRV weisen wie
bereits aufgeflhrt unterschiedliche Projektionen auf. Der Locus caeruleus (LC), welcher
lange Zeit als Motor der serotoninergen Spontalaktivitat in der DR galt, projiziert gleich-
ermalden zum DRV und den Wings (Kim, et al., 2004). LHb und mPFC projizieren hin-
gegen starker zum DRVL als zum DRV (Araki, et al., 1988; Peyron, et al., 1998; Varga,
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et al., 2003). Die Wings zeichnen sich durch zahlreiche Projektionen zum dorsolateralen
PAG und zur rostralen ventrolateralen Medulla (RVLM) aus und wirken dort regulierend
(hemmend) auf die Vasopressoren- und sympathogene Anwort auf Stress (Bago and
Dean, 2001; Bago, et al., 2002). In-vitro-Patch-Clamp-Versuche haben nun gezeigt,
dass die hohere Sensibilitat flir Stressoren nicht nur durch einen unterschiedlichen Input
zu den einzelnen Subarealen, sondern auch durch unterschiedliche aktive und passive
Membraneigenschaften im DRVL und DRV entsteht (Crawford, et al., 2010). MalRgeb-
lich ist daflir ein verstarkter Calcium-Influx in die Neurone des DRVL (Crawford, et al.,
2010). In den eigenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Calbindin als
intrazellulares calciumbindendes neuroprotektives Neuroprotein vor allem in den latera-
len, aber auch in den rostralen, interfaszikularen Anteilen der DR vorkommt (siehe Kapi-
tel 3.1.1, Abb. 3.2A, Abb. 3.3A, Abb. 3.4A, S. 60 ff.). Nachdem in dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, dass der DRvl vorwiegend vom LHbLMc, der DRdI und DRIl hingegen
hauptsachlich vom LHbMPc/MC und LHbMA angesteuert werden, ware es von weite-
rem Interesse, die efferenten Verbindungen dieser lateralen DR-Areale detallierter zu
untersuchen, um mogliche funktionelle Bedeutungen der einzelnen Subareale des late-
ralen Habenularkomplexes zu erschlieen. Im DRdI und DRIl konvergieren somit auch
nachweislich Informationen aus hypothalamischen und cholinergen tegmentalen Kern-
gebieten, da der LHbMPc seinen Hauptinput vom LDTg erhalt ((Kowski, et al., 2008),
institutsinterne nicht veroffentlichte Ergebnisse). Die kaudale DR erhalt Afferenzen aus
dem LHbMS. Allerdings ist der neuronale Input zum LHbMS bisher unbekannt. Elektro-
physiologische Untersuchungen zeigten jedoch, dass der LHbMS seine Spontanaktivitat
durch systemische Dopamingabe um mehr als 50% erhoht (Kowski, et al., 2009).

4.4 Die Organisation der Efferenzen des LHb

441 Der LHbM und der LHbL projizieren in unterschiedliche Kerngebiete des
Mesencephalons

Der LHbM und der LHbL unterscheiden sich nicht nur in ihren Projektionen zu den ein-
zelnen Unterkernen der DR, sondern auch in ihren efferenten Verbindungen zu anderen
Kerngebieten des Mittelhirns. Der LHbM hat zahlreiche Projektionen zur Area tegmenta-
lis ventralis (VTA) und der Medianen Raphe (MnR) (Lehmann, et al., 2002; Lehmann, et
al., 2003), eigene Ergebnisse). Zahlreiche Axonterminalen aus dem LHbM lassen sich
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auch im Nucleus tegmentalis anterior (ATg) nachweisen (eigene Ergebnisse, Kapitel
3.2.1). Nach Injektionen in den LHbL finden sich keine markierten Axonterminalen im
ATg, auch die MnR und VTA enthalten deutlich weniger Axonterminalen (Lehmann, et
al., 2002; Lehmann, et al., 2003), eigene Ergebnisse). Hingegen finden sich zahlreiche
Projektionen zum Nucleus peduncolupontinus (PPTg) und der Extrapyramidalregion
des Mittelhirns (midbrain extrapyramidal area, MEA), dem Nucleus tegmentalis subpe-
duncularis (SPTg) und der Paramedianen Raphe (PMnR). Auch der Nucleus caudalis
der Raphe erhalt mehr Projektionen vom LHbL als vom LHbM. Die meisten Axonendi-

gungen finden sich im RMTg (eigene Ergebnisse, Kapitel 3.2.1 und 3.2.2).

Bei den Projektionen des LHb zu den Raphekernen scheint auf den ersten Blick ein
mediolateraler Gradient vorzuliegen. Der LHbM projiziert vorwiegend zur medial gele-
genen DR und MnR, der LHbL starker zur lateral gelegenen PMnR (Kim, 2009;
Lehmann, et al., 2002; Lehmann, et al., 2003), eigene Ergebnisse). Die Projektionen
zum Nuclus interpeduncularis (IP) folgen ebenfalls einem Gradienten, wobei der dorsale
IP vom dorsalen MHb, der ventrale IP vom ventralen MHb und der Nucleus intermedia-
nus (IN) des IP vom medialen und zentralen Bereich des LHbL, nicht jedoch vom latera-
len Bereich des LHbL angesteuert wird (Kim, 2009). Mdglicherweise wurde hierbei je-
doch der IN durch durch fibers of passage (Injektion in den Fasciulus retroflexus) zu-
mindest teilweise falsch positiv markiert.
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Contralateral IHb dorsal IPN

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der deszendierenden Projektionen des Ha-
benularkomplexes (nach Kim et. al., 2009)

442 LHbM und LHbL projizieren zu unterschiedlichen Gebieten in der DR

Im deutlichen Gegensatz zu frGheren Annahmen (Aghajanian and Wang, 1977;
Herkenham and Nauta, 1979) zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass sowohl der
mediale als auch der laterale Anteil des lateralen Habenularkomplexes direkt zur Dorsa-
len Raphe projizieren. Die Axone aus dem LHbM und dem LHbL enden dabei in ver-
schiedenen Gebieten. Wahrend Neurone des LHbL vornehmlich im Bereich der DRvI
sowie den rostralen Anteilen des DRimn terminieren, enden die Axone aus dem LHbM
diffuser und zahlreicher in der DR. Der grofte Teil der Axonterminalen aus dem LHbM
findet sich in den dorsalen Wings (DRdI und DRIil) und der kaudalen DR. Aber auch
rostrale Gebiete werden vom LHbM angesteuert. Das Gebiet des DRvmn und DRvml
wird vorwiegend von Fasern aus dem LHbM, aber auch aus dem LHbL durchzogen,
von denen nur wenige hier terminieren. Sie scheinen ein Verbindungsweg zu anderen
Teilen der DR (DRdl und DRIil) bzw. weiter kaudal gelegenen Raphekernen (MnR,
PMnR) zu sein. Diese Vermutung basiert auf den dorsoventralen Faserverlaufen im
DRvmn und DRIf, die sich mikroskopisch nachweisen lassen und dem ahnlichen Vertei-
lungsmuster der Ursprungsneurone im LHb. In der Literatur werden ebenfalls Fasern

beschrieben, die von der Medianen Raphe (MnR) und der Paramedianen Raphe

110



(PMnR) zwischen dem Fasciculus longitudinalis medialis (mlIf) zum Periaquaduktalen
Grau (PAG) ziehen (Kim, 2009).

4.4.3 Unterkernspezifische Projektionen des lateralen Habenularkomplexes

4.4.3.1 Nicht alle Unterkerne des lateralen Habenularkomplexes projizieren im gleichen

Umfang zur Dorsalen Raphe

Nach Injektionen retrograder Tracer in die unterschiedlichen Areale der Dorsalen Raphe
lassen sich die Ursprungsneurone im lateralen Habenularkomplex visualisieren. Diese
befinden sich Uberwiegend im medialen Bereich des LHb, was die Vermutung eines
mediolateralen Gradienten bei den Projektionen des LHb zu den Raphekernen nahe
legt (Kim, 2009). Bei genauer Betrachtung der eigenen Ergebnisse auf Unterkernebene
zeigt sich jedoch, dass die einzelnen Zonen hodologisch inhomogen sind. So weisen
beispielsweise der LHbMS und der LHbMPc als ,mediale” Areale des LHb, aber auch
der LHbMC und LHbLPc als ,zentrale® Areale des LHb und der LHbLO und LHbLMc als
Jaterale” Areale des LHb (Abb. 4.1, S. 110) unterschiedliche Projektionsmuster auf
(Kim, 2009), vergleiche Kapitel 3.3.6).

Die meisten Neurone, die zur DR projizieren, liegen im zentralen, anterioren und par-

vozellularen Unterkern des LHbM sowie im magnozellularen Unterkern des LHbL.

Der LHbMA projiziert prozentual betrachtet sehr zahlreich zum DRr und DRc bzw. dem
rostralen und kaudalen DRIf, aber auch zum DRdI, DRil und DRvmn. Im DRdmn und
DRimn enden nur wenige Fasern aus dem LHbMA obwohl in diesem Gebiet Axontermi-
nalen aus dem LHbM nachweisbar sind. Absolut betrachtet enden die meisten Nerven-
fasern aus dem LHbMA im DRdI/il und DRec.

Der LHbMMg projiziert prozentual am starksten zur DRc, gefolgt vom DRr bzw. rostra-
len DRIf. Relativ betrachtet enden auch im DRdI, DRil, DRvml, kaudalem DRvmn und
kaudalem DRimn zahlreiche Neurone. Zum rostralen DRvmn, rostralen DRimn, DRdmn
und DRvl scheinen keine oder nur sehr wenige Projektionen vom LHbMMg zu beste-
hen. Absolut betrachtet enden die meisten Axone aus dem LHbMMg im DRc und an-

grenzendem DRvmn/DRvml sowie im DRdI und DRAIil.

111



Der LHbMS entsendet ebenfalls Neurone zum DRc und kaudalen DRIf, jedoch kaum in
andere Gebiete der DR. Wenige Axone scheinen zusatzlich im DRdmn und DRvmn zu

enden.

Der LHbMPc und der LHbMC projizieren Uber zahlreiche Neurone in nahezu jedes Ge-
biet der DR. Besondes viele Nervenendigungen aus dem LHbMPc finden sich relativ
und absolut betrachtet im DRdI, DRil, DRvmn und DRvml. Deutlich weniger Neurone
enden im kaudalen DRimn sowie im DRc und kaudalen DRIif. Nur einzelne oder keine
Projektionen konnten zum DRr und rostralen DRIif, zum DRdmn, DRvl und rostralen

DRimn nachgewiesen werden.

Der LHbMC projiziert prozentual betrachtet sehr stark zum DRr bzw. rostralen DRIf,
zum DRvml und kaudalen DRimn. Absolut gesehen liegen die meisten Axonendigungen
im DRvml und kaudalen DRvmn sowie im DRdI und DRIil. Im Vergleich zum LHbMPc
projiziert der LHbMC starker zum rostralen DRimn und DRr bzw. rostralen DRIif, wah-
rend der DRdI und DRIl verstarkt vom LHbMPc angesteuert wird. Prozentual gesehen
hat der LHbMC relativ wenig Anteil an den Projektionen des LHbM in die kaudale Zone.

Der LHbLMec projiziert anteilig sehr stark zum DRvl und angrenzendem DRvml sowie
zum DRimn. Absolut betrachtet Uberwiegen die Projektionen zum DRvl und lateralem
DRvml. Die rostralen und kaudalen Anteile der DR, der DRdmn, DRIl und DRdI hinge-

gen weisen relativ wenige Axonterminalen aus dem LHbLMc auf.

Die Ubrigen Unterkerne des LHbL projizieren kaum nennenswert zu DR. Die lateralen
Anteile der DR, d.h. der DRvl, weniger der DRdI, DRil und DRvml erhalten gehauft Affe-
renzen vom LHbLB. Der DRimn und der DRr werden hingegen nicht vom LHbLB inner-

viert.

Der LHbLO erhalt lediglich vom DRvml, DRvI, dem rostralen DRif und kaudalen DRimn

einige Axonterminalen.

Der LHbLPc und LHbLMg besitzten keine nennenswerten Projektionen zur DR. In
ihnen konnten nur vereinzelte retrograd markierte Neurone visualisiert werden (Details
siehe Kapitel 3.3).
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4.4.3.2 Unterkernspezifische Projektionen des lateralen Habenularkomplexes zu

andern Raphe-Kernen

Mediane (MnR) und Paramediane Raphe (PMnR) erhalten ebenfalls Projektionen aus
dem LHb. Verschiedene anterograde Tracing-Studien Studien sowie die eigenen an-
terograden Ergebnisse haben einen mediolateralen Gradienten flr diese Projektionen
nachweisen konnen ((Kim, 2009); eigene Ergebnisse, Abb. 4.1, S. 110). Durch die kom-
binierte Anwendung von anterogradem und retrogradem Tract-Tracing wurde daruber
hinaus eine unterkernspezifischen Verteilung der Projektionen gezeigt. Wahrend die
MnR vorwiegend vom LHbMC, MMg aber auch LHbLMc angesteuert wird, stammen die
Projektionen zur PMnR uberwiegend aus dem LHbLMc, aber auch aus dem LHbMA
und zu einem geringeren Anteil aus fast allen anderen Unterkernen des LHb bis auf den
LHbMS (Lehmann, et al., 2002; Lehmann, et al., 2003).

4.4.3.3 Unterkernspezifische Projektionen der hypothalamischen und preoptische

Gebiete zum lateralen Habenularkomplex

Nicht nur die Efferenzen des LHb scheinen unterkernspezifisch organisiert zu sein,
sondern auch seine Afferenzen. Die preoptische Region und der laterale Hypothalamus
sind heterogen aufgebaute Hirnregionen mit unterschiedlichen biologischen Funktionen.
Erst kurzlich wurden die hodologischen Eigenschaften dieser Neurone auf der Ebene
der verschiedenen Unterkerne untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass die rostrale late-
rale preoptische Region (rLPOA) vor allem zum LHbLMc und LHbLB projiziert, wahrend
Axone aus der kaudalen preoptischen Region (cLPOA) vorwiegend im LHbMA, LHbMC
und LHbMMg enden (Kowski, et al., 2008). Auch die hypothalamischen Projektionen
zum LHb scheinen unterkernspezifisch organisiert zu sein. Es konnten bereits Projekti-
onen des rostralen Nucleus perifornicalis (rPFX) zum LHbLMc und LHbLB, sowie der
Area hypothalamica intermedialis (IHA) zum LHbMC, LHbMMg und LHbMA nachgewie-
sen werden (Kowski, et al., 2008). Der laterale Hypothalamus (LH) hingegen entsendet
Axone in den LHbLMc und LHbLB und der Nucleus hypothalamicus lateralis in den
LHbLPc und LHbLMg (Kowski, et al., 2008). Fir den LHbMS und LHbMPc konnten kei-
ne Afferenzen aus hypothalamischen oder preoptischen Regionen nachgewiesen wer-
den (Kowski, et al., 2008). Im LHbMPc terminieren jedoch zahlreiche Axone aus dem
Nucleus tegmentalis laterodorsalis (LDTg)(Kowski, et al., 2008). Im LHbLO enden kaum
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Axone aus dem LH und der LPO. Lediglich die anterodorsalen Zellgruppe des lateralen
Hypothalamus (LHAad) und der rostrale Nucleus entopeduncularis (EPN) (Globus palli-
dus internus) projizieren in relevanten Mall zum LHbLO (Kowski, et al., 2008). Einige
Forscher vertraten bisher die Meinung, dass das striatale Patch-Kompartment Uber den
EPN und den LHb die Funktion des Dorsalen Raphe steuert (Rajakumar et al., 1993).
Die Ergebnisse der hodologischen Untersuchungen sprechen auf den ersten Blick eher
gegen diese Theorie, da nur sehr wenige Neurone vom LHbLO zur DR projizieren. Al-
lerdings gibt es zahlreiche Verbindungen vom angrenzenden LHbLMc zur DR. Durch
Doppelmarkierungen mit Injektionen in den EPN und die DR koénnte hier die Frage ge-
klart werden, ob doch eine direkte Verbindung zwischen diesen beiden Hirnstrukturen
uber in den LHbLO reichende Dendriten des LHbLMc besteht (siehe Kapitel 4.2), ob der
LHbLO indirekt Uber Interneurone zum LHbLMc die DR ansteuert oder ob beide Hypo-

thesen verworfen werden mussen.

4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse und Beantwortung der

Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Projektionsmuster vom lateralen
Habenularkomplex (LHb) zur Dorsalen Raphe (DR) und der Vergleich zu den Afferen-
zen des LHb aus den hypothalamischen und preoptischen Gebieten. Dabei sollte ge-
klart werden, ob diese Muster flr oder gegen eine unterkernspezifische Organisation
der morphologisch abgrenzbaren Subareale des LHb sprechen. Neben immunzytoche-
mischen Untersuchungen zu den anatomischen Charakteristika der einzelnen Subarea-
le der Dorsalen Raphe wurden dazu antero- und retrograde Tract-Tracing-Studien
durchgefuhrt.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass nicht nur wie lange Zeit vermutet der LHbM, sondern
auch der LHbL zur DR projizieren. Dabei enden beide Projektionswege in verschiede-
nen Regionen der DR, welche sich auch durch den Gehalt an Neurotransmittern und

Neuromodulatoren unterscheiden.

Die eingangs gestellten Fragen lassen sich wie folgt beantworten:
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1.

Die Ausgangsneurone der Projektionen des LHb zur DR sind nicht gleichmaRig uber
das gesamte Gebiet des LHb verteilt, sondern lassen sich in unterschiedlichem
Ausmall den morphologisch abgegrenzten Subarealen des LHb zuordnen (siehe
Kapitel 4.4.3.1). Insgesamt stammen die meisten Neurone aus dem LHbMC,
LHbMPc, LHbMA und LHbLMc, wobei diese in unterschiedlichem Ausmalf} in die
einzelnen Subareale der DR projizieren. Verhaltnismalig viele Projektionen stam-
men auch aus dem LHbMMg, weniger aus dem LHbMS und LHbLB, sehr wenige
aus dem LHbLO. Im LHbLPc und LHbLMg lieRen sich nur vereinzelt retrograd mar-
kierte Neurone nachweisen. Die Verteilung der Ursprungsneurone im LHb folgt da-
bei keinem rostrokaudalen oder mediolateralen Gradienten (Vgl. Kapitel 4.4.3.1),
sondern spricht eher fur unterkernspezifische Projektionen, was auch eine funktio-
nelle Bedeutung der morphologisch abgegrenzten Unterkerne des LHb suggeriert.
Am deutlichsten wird dieses Verteilungsmuster unter Beachtung der verschiedenen
Subareale der DR (siehe Abb. 3.1 ff., S. 59 ff.). Die Projektionen vom LHb zur DR
entsprechen somit am ehesten dem Modell D in Abbildung 1.4.

Bei der Betrachtung der hypothalamischen/preoptischen Afferenzen zum LHb und
den Efferenzen zur DR gibt es einige Uberschneidungen, jedoch auch Unterschiede
(Vergleiche Kapitel 4.4.3.1 und (Kowski, et al., 2008). Hypothalamische und preopti-
sche Afferenzen terminieren hauptsachlich in zwei Projektions-Clustern (Kowski, et
al., 2008). Dabei enden Axone aus dem LH, PFX und der rLPOA Uberwiegend im
LHbLMc und LHbLB, Axone aus dem IHA und dem cLPOA hingegen im LHbMA,
LHbMMg und LHbMC (Kowski, et al., 2008). Der LHbLB hat jedoch nur wenige neu-
ronale Verbindungen zur DR. Der LHbLMc projiziert zwar prinzipiell in fast alle Ge-
biete der der DR, eine auffallend hohe Zahl von Axonterminalen finden sich jedoch
nur im DRvI und rostralem DRimn. Anders hingegen ist der LHbMC Uber zahlreiche
Neurone mit fast jedem Gebiet der DR verbunden und kdnnte somit sowohl limbi-
sche als auch motorische Informationen modulieren. Uber den LHbMC wird eben-
falls der DRvl, DRvml und DRimn angesteuert, sodass in diesen Bereichen Informa-
tionen aus dem LH, dem IHA, dem PFX, der rLPOA und cLPOA konvergieren.

Die Projektionen aus dem LHb sind nicht gleichmaliig Uber die gesamte DR verteilt,
sondern zeigen eine topographische Ordnung. Insgesamt projiziert der LHbM star-
ker zur DR als der LHbL. lhre Projektionsgebiete sind jedoch verschieden. Axonter-
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minalen aus den LHbM finden sich in der gesamten rostrokaudalen Ausdehnung der
DR, am zahlreichsten jedoch in den dorsalen (DRdI und DRIl) und kaudalen Gebie-
ten (DRc und kaudale Anteile des DRvmn und DRvml). Der LHbL dagegen projiziert
vorwiegend in die zentrale Zone zum DRvl und DRimn projiziert. In der rostralen DR
finden sich nur wenige Axonterminalen aus dem LHb. Diese stammen vor allem aus
dem LHbMA, LHbMC und LHbMMg, weniger aus dem LHbLMc, LHbLO und
LHbMPc. Aus dem LHbMS, LHbLPc, LHbLMg und LHbLB lieRen sich keine Projek-
tionen nachweisen. Im DRdmn enden nur vereinzelt Axone aus dem LHb. Diese las-
sen sich nicht mit absoluter Sicherheit einem bestimmten Unterkern zuordnen, da
die relevanten Injektionsstellen jeweils Teile der beachbarten Subnuclei einschlie-
Ren. Wahrscheinlich stammen die Projektionen jedoch aus dem LHbMC. Die kauda-
le DR wird sehr stark vom LHb angesteuert. Zahlreiche Projektionen stammen vom
LHbMA und LHbMMg, weniger vom LHbMC, LHbMS, LHbMPc und LHbLMc. Keine
Projektionen zur DRc konntem vom LHbLPc, LHbLMg und dem LHbLO nachgewie-
sen werden. Der rostrale bzw. zentrale Anteil der DRimn weist zahlreiche somato-
dentritische NK1-Rezeptoren auf. Er wird fast ausschliel3lich vom LHbLMc ange-
steuert. Die kaudalen Anteile des Unterkerns erhalten ihre Projektionen vor allem
vom LHbMC, weniger vom LHbLMc, LHbMA und LHbMPc. Auch der LHbMMg,
LHbLMg und LHbLO projizieren vereinzelt in den NK1-Rezeptor-armen kaudalen
Anteil des DRimn. Der DRvI erhalt in seinen zentralen Anteilen viele Axonterminalen
aus dem LHbL. Diese stammen Uberwiegend aus dem LHbLMc. Im Gegensatz zu
den Projektionen zum DRimn, enden im DRvl mehr Axone, die sich dem LHbLB und
LHbLO zuordnen lassen. In den rostralen und zentralen Anteiles des DRvmn und
DRvml enden nur wenige Axone aus dem LHb, zahleiche Nervenendigungen lassen
sich jedoch in den kaudalen Arealen am Ubergang zur DRc nachweisen. Diese
stammen Uberwiegend aus dem LHbMC, LHbMPc, LHbMMg und LHbMA.

Ausblick

Die letzte Dekade neurowissenschaftlicher Forschung hat das Wissen um das Beloh-

nungssystems des Gehirns ernorm erweitert. Als anatomische Hauptstrukturen konnten

bisher der Nucleus accumbens (Acb), der mediale prefronatale Cortex (mPFC), der la-

terale Hypothalamus (LH), die Area tegmentalis ventralis (VTA), die Dorsale Raphe
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(DR), der laterale Habenularkomplex (LHb) und der Nucleus tegmentalis mesopontinus
rostromedialis (RMTg) identifiziert werden (Abrams, et al., 2004; Elliott, et al., 2000;
Fibiger and Phillips, 1988; Geisler, et al., 2007; Geisler and Trimble, 2008; lkemoto,
2010; Jhou, et al.,, 2009; Ljungberg, et al., 1992; Matsumoto and Hikosaka, 2007;
Matsumoto and Hikosaka, 2008; Matsumoto and Hikosaka, 2009; Schultz, 1997;
Schultz, 1998; Schultz, 1998; Schultz, et al., 1993; Schultz, et al., 1993; Schultz, et al.,
1992; Stern and Passingham, 1996). Zwischen diesen Kerngebieten bestehen zahlrei-
che, teils reziproke, teils direkte oder indirekte Verbindungen (Abb. 4.2 und 4.3, S. 120
f.). Hierdurch entsteht ein sehr komplexes neuronales Netzwerk, in dem die einzelnen
Komponenten je nach Koaktivierung von Nachbarstrukturen unterschiedlich wirken
konnen, was bei der Auswertung von Studienergebnissen berucksichtigt werden muss.
Gesichert ist, dass Belohnungsgefihle Uber eine erhéhte Dopaminausschattung im Nu-
cleus accumbens durch die VTA entstehen (Elliott, et al., 2000; Ikemoto, 2010; Schultz,
1997; Schultz, 1998; Schultz, 1998; Schultz, et al., 1993; Schultz, et al., 1993; Schultz,
et al., 1992). Doch auch weitere Transmittersysteme wie das serotoningerge System mit
seinen zahlreichen Neuromodulatoren oder das Orexin-System des Hypothalamus sind
beteiligt (Aston-Jones, et al., 2009; Lee, et al., 2005). Bleibt eine erwartete Belohnung
aus, steigt die neuronale Aktivitdt des LHb und nachgeschaltete monoaminerge Hirn-
stammkerne (VTA, SNc, DR) werden gehemmt (Brinschwitz, et al., 2010; Geisler and
Trimble, 2008; Jhou, et al.,, 2009; Ji and Shepard, 2007; Lacoste, et al., 2009;
Matsumoto and Hikosaka, 2007; Matsumoto and Hikosaka, 2008; Matsumoto and

Hikosaka, 2009; Ullsperger and von Cramon, 2003).

Lange Zeit war unklar, ob die Aktivierung des LHb nach ausbleibendem Reward durch
seine spezifischen Afferenzen (beispielsweise aus dem mPFC, dem LH, der LPO oder
der VTA) bedingt oder intrinsisch generiert wird. Erst kurzlich konnte nachgewiesen
werden, dass der LHb ein tonisches Aktivitatmuster aufweist, welches durch hyperpola-
risierende zyklonukleotid-regulierte Kationenkanale mit Schrittmacherfunktion generiert
wird (Poller, et al., 2011). Diese intrinsische tonische Aktivierung kann jedoch durch den
unterschiedlichen synaptischen Input zum LHb moduliert werden (Gruber, et al., 2007;
Kowski, et al., 2009; Poller, et al., 2011).

Die Analyse der Zellmorphologie, die unterschiedliche Verteilung von Neurotransmittern
und Neuropeptiden als auch die hodologischen Daten sprechen fur die Existenz von
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verschiedenen Unterkernen im lateralen Habenularkomplex (Andres, et al., 1999;
Geisler, et al., 2003; Kowski, et al., 2008; Lehmann, et al., 2002; Lehmann, et al., 2003).
Wahrend erste in-vitro-Studien keine unterkernspezifischen elektrophysiologischen
Neuroneneigenschaften im LHb nachweisen konnten, zeigten in-vivo-Studien eine un-
terschiedliche Sensitivitat einiger Unterkerne des LHb auf dopaminerge Stimulation
(Kowski, et al., 2009; Weiss and Veh, 2011). Dieser dopaminerge Input erfolgt groRten-
teils durch die VTA, welche bidirektionale Verbindungen zum LHb aufweist (Gruber, et
al., 2007). Circa 47% der Projektionen aus der VTA sind dopaminergerg (Gruber, et al.,
2007). Weiterer dopaminerger Input scheint von incerto-hypothalamischen und peri-
ventrikularen Neuronen zu kommen (Gruber, et al., 2007). Bei der Untersuchung der
Sensitivitat auf dopaminerger Stimulation zeigte sich eine selektive Zunahme der Spon-
tankativitat des LHbLO um 96% und des LHbMS um 56% (Kowski, et al., 2009). Der
LHbMS projiziert relativ stark in die kaudalen Anteile der DR, welche besonders reich an
GABAergen Neuronen sind, aber auch neurotensinhaltige Projektionen zur VTA aufwei-
sen (Geisler and Zahm, 2006); eigene Untersuchungen). Ein feedback-Mechanismus
zwischen dopaminergen Zentren und der serotoninergen DR ist Uber diesen Weg denk-

bar.

Die Rolle der Dorsalen Raphe im Rewardsystem scheint vor allem in der zeitlichen In-
tegration appetetiver und aversiver Reward-Informationen zu liegen. Sie wird aktiviert,
wenn das Individuum lernt, groRere, jedoch zeitversetzte zuklnftige Belohnungen zu
erhalten (Nakamura, et al., 2008). Eine Hemmung der Neurone der DR hat einen be-
lohnenden Effekt Uber eine Desinhibition dopaminerger Neurone (Nakamura, et al.,
2008). Zerstorung der Neurone der DR oder Serotoninverlust fuht dazu, dass Versuchs-
tiere zu kleineren, jedoch unmittelbaren Belohnungen tendieren anstatt auf groRere,
jedoch zeitversetzte Belohnungen zu warten (Denk, et al., 2005; Mobini, et al., 2000;
Mobini, et al., 2000; Nakamura, et al., 2008). Eine zeitliche Integration von Rewardin-
formationen ist Uber die verschiedenen in der LHb und DR konvergierenden Schleifen
moglich (Abb. 4.2 und 4.3, S. 120 f.). So projizieren beispielsweise die orexinergen
Neurone des lateralen Hypothalamus (LHA) und des Nucleus perifornicalis (PFX) direkt
in die rostralen, zentralen und lateralen Anteile der DR (Abb. 4.3, S. 121) (Lee, et al.,
2005). Die kaudalen Anteile der DR, welche Uber das Neuropeptid Neurotensin zur VTA
projizieren, werden hingegen nicht direkt innerviert (Geisler and Zahm, 2006; Lee, et al.,
2005). Andererseits projizieren der LH und der rostrale PFX zum LHbLMc und LHbLB,
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welche wiederum zum intermediomedianen (DRimn) und ventrolateralen Unterkern
(DRvI) der DR projizieren ((Kowski, et al., 2008), eigene Ergebnisse). Der DRimn proji-
ziert Uber Glutamat/SP zur VTA und SNc sowie zurlck in hypothalamische und preopti-
sche Regionen (Hioki, et al., 2010). Parallel projizieren der LHbLMc und LHbLB zum
LDTg (bisher unveroéffentlichte Ergebnisse der Arbeitsgruppe, (Cornwall et al., 1990;
Satoh and Fibiger, 1086b). Der LDTg weist ebenfalls direkte exzitatorische Verbindun-
gen zur VTA auf, projiziert aber auch uber den LHbMC, indirekt zur VTA (Abb. 4.3, S.
121) (bisher unverodffentlichte Ergebnisse der Arbeitsgruppe, (Cornwall et al., 1990; Sa-
toh and Fibiger, 1086a). Parallel dazu ist eine zeitliche Integration von Rewardinformati-
onen auch uber die Zwischenschaltung des RMTg moglich (Abb. 4.2, S. 120).

Bleibt Reward aus, steigt die neuronale Aktivitat von LHb und RMTg und die VTA und
DR werden Uber GABAerge Projektionsneurone aus dem RMTg starker inhibiert (Abb.
4.2, S. 120) (Balcita-Pedicino, et al., 2011; Jhou, et al., 2009; Omelchenko, et al., 2009).
Dabei liegen die Ursprungsneurone zum RMTg vor allem im LHbL wahrend die direkten
glutamatergen Neurone zur VTA aus dem LHbM stammen und Uberwiegend an lokalen
GABAergen Interneuronen in der VTA terminieren (siehe Kapitel 3.2.1 und 3.2.2 ; siehe
Tabelle 3.1, S. 68) (Brinschwitz, et al., 2010; Geisler, et al., 2007; Geisler and Trimble,
2008; Goncalves, et al., 2012).

Die Wirkung der direkten Verbindungen des LHb zur DR ist nicht abschliel3end geklart.
Der LHb scheint die DR jedoch Uberwiegend Uber lokale GABAerge Interneurone zu
inhibieren (Ferraro, et al., 1996; Reisine, et al., 1982; Valentino, et al., 2003; Varga, et
al., 2003). Auf die Neurone des rostralen DRimn scheint der LHb(LMc) jedoch primar
exztatorisch zu wirken (Commons, et al., 2003; Valentino, et al., 2003). Wie die Wirkung
des LHbMC auf die weiter kaudal gelegenen Anteile des DRimn ist, bedarf weiterer Ab-
klarung. Auch die Verbindungen zwischen DR, VTA und SNc sind sind nicht einhheitlich
(Abb. 4.2, S. 120). Insbesondere scheint der Einfluss der DR auf die beiden dopaminer-
gen Kerngebiete entgegengesetzt zu sein. So fuhrt die elektrische Stimulation der DR in
der VTA bei 63% aller dopaminergern Neurone zu einer initalen Exzitation, wahrend
34% initial gehemmt werden (Gervais and Rouillard, 2000), in der SNc hingegen wird
durch eine elektrische Stimulation der DR eine initiale Inhibition von rund 56% aller do-
paminergen Neurone verursacht wahrend 31% primar aktiviert werden (Gervais and
Rouillard, 2000).
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Diese lokale Heterogenitat mit ihren unterkernspezifischen Projektionen des LHb und
der DR sowie der Einfluss von indirekten Verbindungen zwischen den einzelenen Hirn-

strukturen des Rewardsystems sollten in zukunftigen Studien besser berucksichtigt

werden.
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Abbildung 4.2: Ubersicht Uber die wichtigsten Bestandteile des Rewardsystems und
deren Verbindungen. Die roten Kreise in den einzelnen Kerngebieten stellen GABAerge
Interneurone dar. Ein Teil der Projektionen von der DR zur VTA wirkt inhibitorisch
(Nakamura, et al., 2008). Jedoch ist bisher nicht geklart, ob es sich dabei um GABAer-
ge Projektionsneurone handelt oder die Inhibition Uber Iokale Interneurone in der VTA
bewirkt wird. Abkurzungen: siehe Abklrzungsverzeichnis.
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Abbildung 4.3: Detaillierte Darstellung der Projektionen aus den hypothalamischen
Gebieten (graue Kastchen) zu den Subnuclei des lateralen Habenularkomplexes (blaue
Kastchen), den Subarealen der Dorsalen Raphe (orange Kastchen) und anderen
mesencephalen Kerngebieten. Aus Ubersichtsgriinden wurde auf die Darstellung der
wenigen Projektionen des LHbLMg und LHbLPc zur DR verzichtet. Auch die Projektio-
nen vom LHb zur PMnR und MnR wurden vereinfacht dargestellt. Blaue und schwarze
Pfeile zeigen Projektionswege unabhangig von ihrer Starke, rotbraune Pfeile signalisie-
ren zahlreiche Projektionen, orangerote Pfeile malig viele und gelbe Pfleile wenige Pro-
jektionen von der LHb zur DR. (Abkurzungen: siehe Abkurzungsverzeichnis).
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5. Abkurzungsverzeichnis

1A Opioid-p1A-Rezeptor

3V 3. Ventrikel

5-HT 5-Hydroxytryptamin (Serotonin)

A Amygdala

Abb. Abbildung

ABC Avidin-biotinylated Complex,

Acb Nucleus accumbens

AG Antigen

AK Antikorper

Aq aqueduct (Sylvius), Aqueductus cerebri
ATg Anterior tegmental nucleus; Nucleus tegmentalis anterior
B Bregma

BL Nucleus basolateralis der Amygdala
BST Bettkern der Stria terminalis

Calb Calbindin

Ce Nucleus centralis der Amygdala
ChAT Cholinacetyltransferase/ Azetylcholinesterase
CLi Caudal Linear nucleus

cLPOA Caudaler Anteil der LPOA

CTB Cholera-Toxin-B-Untereinheit

ctg Central tegmental tract

CVv Cresyl Violett-Farbung

DA Dopamin

DAB Diaminobenzidin

DBH Dopamin-Beta-Hydroxylase

DG Gyrus dentatus hippocampi

DHA Area hypothalamica dorsalis

DHA Dorsal hypothalamic area

DLO Dorsolateraler Orbitaler Cortex
dLPAG Dorsolaterales PAG

DR Dorsale Raphe

DRc caudalen Unterkern der DR
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DRD Dorsaler Unterkern der DR (nach Paxinos)

DRdI Dorsolateraler Unterkern der DR

DRdmn Dorsomedianer Unterkern der DR

DRI Interfaszikularer Anteil der DR (nach Paxinos und Watson)
DRif Interfaszikularer Unterkern der DR

DRil Intermediolateraler Unterkern der DR

DRimn Intermediomedianer Unterkern der DR

DRr Rostraler Unterkern der DR

DRV Ventraler Unterkern der DR (nach Paxinos)

DRuvI Ventrolateraler Unterekern der DR

DRVL Ventrolateraler Unterkern der DR (nach Paxinos)
DRvmi Ventromedialer Unterkern der DR

DRvmn Ventromedianer Unterkern der DR

DTg Dorsal Tegmental nucleus, Nucleus tegmentalis dorsalis
FG Fluorogold

fr Fasciculus retroflexus

GABA Gamma-Amino-Butter-Saure

GADG65 Glutamat-Decarboxylase, 65kDa-Untereinheit
GADG67 Glutamat-Decarboxylase, 67kDa-Untereinheit
Gala Galanin

Glut Glutamat

GPi Globus pallidus internus

Hb Habenula

HDB Horizontales Band von Broca

Hipp Hippocampus

IHA Area hypothalamica intermedialis

IP Interpeduncular nucleus

v Ncl. Trochlearis

KB Kluver-Barrerra-Farbung

kDR kaudale Zone der Dorsalen Raphe

Kir3.2 G-Protein-gekoppelter Kalium-Kanal, Untereinheit 2
LC Locus caeruleus

LDTg Nucleus laterodorsalis tegmentalis

LFB Luxol Fast Blue
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LH(A)
LHb
LHbL
LHbLB
LHbLMc
LHbLMg
LHbLO
LHbLPc
LHbM
LHbMA
LHbMC
LHbMMg
LHbMPc
LHbMS
IPAG
LPO(A)
Itg

MHb

mlf

MnR
MO
mPFC
NF

NGS
NHS
NK1-R
NT

PAG
PBS
PBS-A
PFC
PHA
Pha-L
PMnR

lateraler Hypothalamus (lateral hypothalamic area)
lateraler Habenularkomplex

lateraler Habenularkomplex, lateraler Anteil
basaler Unterkern des LHbL

Magnocellularer Unterkern des LHbL

Marginaler Unterkern des LHbL

Ovaler Unterkern des LHbL

Parvocellularer Unterkern des LHbL

lateraler Habenularkomplex, medialer Anteil
Anteriorer Unterkern des LHbM

Zentraler Unterkern des LHbM

Marginaler Unterkern des LHbM

Parvocellularer Unterkern des LHbM

Superiorer Unterkern des LHbM

laterales PAG

laterale preoptische Region (lateral preoptic area)
lateral tegmental tract

medialer Habenularkomplex

medial longitudinal fasciculus/ Fasciculus longitudinalis medialis
Mediane Raphe

medialer orbitaler Cortex

medialer prefrontaler Cortex

Neurofilament

Normal Goat Serum, Ziege-Normal-Serum
Normal Horse Serum, Pferde-Normal-Serum
Neurokinin-Rezeptor 1 (Substanz-P-Rezeptor)
Neurotensin

Periaqueductal Gray, Periaquaduktales Grau
Phosphat buffered Saline, Phosphatgepufferte Salzlosung
Albuminserum in PBS

Prefrontaler Cortex

Posterior hypothalamic area

Phaseulus vulgaris-Leucagglutinin

Paramediane Raphe
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PnO Nucleus pontis oralis

PPTg Pedunculopontine tegmental nucleus, Nucleus tegmentalis peduncu-
PVP Nucleus paraventricularis thalami, posteriorer Teill
Rbd Nucleus rhabdoideus

rDR rostrale Zone der DR

RLi Rostral Linear nucleus

rLPOA Rostraler Anteil der LPOA

RMTg Nucleus tegmentalis mesopontinus rostromedialis
rPFX Rostraler Anteil des Nucleus perifornicalis

sm Stria medullaris (thalami)

SN Substantia nigra

SNc Substantia nigra, Pars compacta

SNM medialer Anteil der Substantia nigra

SP Substanz P

SPTg Subpeduncular tegmental nucleus

Tab. Tabelle

TH Tyrosinhydroxylase

TMR-DA Tetramethylrhodamin-Dextran

VIPAG Ventrolalterales PAG

VP Ventrales Pallidum

VS Ventrales Subiculum

VTA Ventral tegmental area

VTg Ventral tegmental nucleus, Ncl. tegmentalis ventralis
Xscp Kreuzung des oberen Kleinhirnstieles

zDR zentrale Zone der DR
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