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1.1 UBERBLICK UBER DIE FAMILIE DER NEUROTROPHINE

1 Einleitung

1.1 Uberblick iiber die Familie der Neurotrophine

Neben klassischen neurochemischen Botenstoffen wie Acetylcholin, Dopamin,
Noradrenalin und Serotonin, bzw. Aminosauretransmitter wie beispielsweise
GABA und Aspartat, unbekannteren Transmitterstoffen wie Stickstoffmonoxid
(NO) und den Neuropeptiden und Hormonen am Beispiel des Hypothalamus-
/Hypophysen Regelkreises, sind seit den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts

Wachstumsfaktoren als neurotrope Faktoren bekannt.

Bei dem am langsten bekannten und damit mittlerweile am besten
charakterisierten Vertreter dieser sogenannten Wachstumsfaktoren handelt es
sich um den nerve growth factor (NGF). Seither wurden eine ganze Reihe
dieser Faktoren isoliert. Neben dem schon erwahnten nerve growth factor, der
hauptsachlich von peripheren Zelltypen wie Haut, Muskelgewebe und
Schwann'schen Glia-Zellen im Zielgebiet von sensorischen oder vegetativen
Innervationen gebildet wird (LEVI-MONTALCINI, 1987), gehtren zu dieser
Familie noch der brain-derived neurotrophic factor (BDNF) (BARDE et al., 1982;
Leibrock et al., 1989), Neurotrophin-3 (NT-3) (ERNFORS et al., 1990a; HOHN
et al., 1990; JONES und REICHHART, 1990; KAISHO et al., 1990;

MAISONPIERRE et al., 1990b; ROSENTHAL et al., 1990) und Neurotrophin-4/5
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(NT-4/5) (BERKEMEIER et al., 1991; HALBOOK et al., 1991; IP et al., 1992).
Dabei wurde zunachst NT-4 aus dem Xenopus, einer Froschgattung, isoliert
und erst danach NT-5 als das den Saugern entsprechende Homolog identifiziert
(BRADSHAW et al., 1993). NT-4/5 kommt fast ausschliel3lich in unreifen
Eizellen im Ovar vor und seine Rolle ist weitgehend unbekannt (NICHOLLS et
al., 2002). Schlie3lich wurde 1994 noch Neurotrophin-6 (NT-6) als neues
Mitglied der "NGF-Familie" in einem Teleost Fisch Xiphophorus beschrieben
(GOTZ et al.,, 1994). Es handelt sich dabei um ein Heparin-bindendes
Glycoprotein (LI et al. 1997). Dieses Mitglied unterscheidet sich von den
Ubrigen bekannten Neurotrophinen dadurch, dass es nicht als frei l6sliches
Protein in der produzierenden Zelle vorkommt. Heparin bewirkt eine
Freisetzung von der Zelloberflache und von extrazellularen Matrixmolekulen.
GARTNER et al. konnten 2000 =zeigen, dass NT-6 hauptsachlich in
membranbegrenzten Zellkompartimenten lokalisiert ist, die teilweise an
Mikrotubuli assoziiert sind, ahnlich dem Endoplasmatischen Reticulum. Als
bisher letztes Mitglied dieser "NGF-Familie” wurde 1998 Neurotrophin-7 (NT-7)
beschrieben. Es wurde von NILSSON et al. 1998 aus dem Zebrafisch Danio
rerio isoliert und von LAl et al. 1998 aus dem Karpfen Cyprinus carpio. Die
Aminosauresquenz dieses Neurotrophins hat im Vergleich zu den anderen
Neurotrophinen der "NGF-Familie" die groRte Ahnlichkeit zu NT-6, was darauf
hinweist, dass sich die zuletzt beschriebene Erweiterung der bisher
bestehenden "NGF-Familie" um die Mitglieder NT-6 und NT-7 aus der Evolution
des Teleost Fisches ergeben hat (NILSSON et al.,1998; DETHLEFFSEN,

2003). In Saugern konnte NT-6 und NT-7 bisher nicht gefunden werden, so
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dass bei Saugern, einschlie3lich dem Menschen, bisher vier Neurotrophine als
Mitglieder der "NGF-Familie" bekannt sind, die aus genetisch, d. h. strukturell
eng verwandten Molekilen mit 13 bis 14 kDa Molekulargewicht bestehen
(THOENEN, 1991). Diese werden zunachst als Prapropeptide synthetisiert und
anschlieBend N-terminal zu Proteinen mit drei Disulfid-Bricken bearbeitet.
Jedes Protein Monomer enthalt eine verlangerte zentrale Achse bestehend aus
einer antiparallel angeordneten p-Faltblattstruktur mit einer hydrophoben
Oberflache, die an der Dimer-Bildung beteiligt ist (BRADSHAW et al, 1993;

MOWLA et al., 2001).

Neben der "NGF-Familie" der Neurotrophine sind noch weitere
Wachstumsfaktoren bekannt, wie Ciliary neurotrophic factor (CNTF), Insulin-like
growth faktor (IGF-1, IGF-2), Fibroblast growth factor (FGF-1, FGF-2), Platelet-
derived growth factor (PDGF), Transforming growth factor (TGF-a, TGF-b) und
Glial cell-line-derived neurotrophic factor (GDNF). Die Wachstumsfaktoren sind
Polypeptide, die an Membranrezeptoren binden. lhre Wirkungsweise erfolgt
Uber autokrine, parakrine oder endokrine Mechanismen (WEIMANN und KIES,

1991)
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1.2 Neurotrophinrezeptoren als transmembranstandige Tyrosinkinasen

1.2.1 Die Gruppe der trk-Neurotrophinrezeptoren und ihre jeweilige

Interaktionsmdglichkeit zum Wachstumsfaktor

Die oben erwahnte "NGF-Familie” der Neurotrophine bestehend aus NGF,
BDNF, NT-3, NT-4/5, NT-6 und NT-7 binden alle an einen gemeinsamen
nieder-affinen Rezeptor (p75"'") ohne Tyrosin-Kinase-Doméne (JOHNSON et
al., 1986; RADEKE et al. 1987, NILSSON et al. 1998). Es handelt sich bei
diesem Rezeptor um ein Mitglied aus der Familie der Tumornekrosefaktor-
Rezeptoren. Die Rolle dieses Transmembranglycoproteins beziglich der
Signaltransduktion ist noch weitgehend unklar (BOTHWELL, 1991; CHAO,
1992). Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass dieser Rezeptor durch Co-
Expression mit der zweiten Gruppe der Neurotrophinrezeptoren eine wichtige
Rolle spielt (BIBEL et al. 1999; DECHANT und BARDE, 2002). Daneben ist
eine  interessante Entdeckung, dass die eingangs erwadhnten
Neurotrophinvorstufen selektiver an diesen Rezeptor binden und bei manchen
physiologischen Wirkungen mehr Effekte erzielen als die Neurotrophine selbst

(LEE et al., 2001b und BEATTI et al., 2002).

Die zweite Gruppe der Neurotrophinrezeptoren ist von dem oben
beschriebenen Rezeptor p75™'F strukturell véllig unterschiedlich. Ihre Mitglieder

werden alle von einer Gen-Familie mit Tyrosinkinaseaktivitat (trk) codiert. Sie
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wurden zunachst 1986 von Martin-Zanca als Onkoproteine und damit als
Genprodukte der trk-Onkogene in menschlichen Colon-Carcinom-Zellen
beschrieben (MARTIN-ZANCA et al., 1986 und 1989). Erst ab den 90er Jahren
wurde die physiologische Rolle dieser Tyrosinkinaserezeptoren als
Signalrezeptoren erkannt (KAPLAN et al. 1991a; KLEIN et al. 1991a und
HEMPSTEAD et al. 1991). Zu der Gruppe der Neurotrophinrezeptoren mit
Tyrosinkinaseaktivitat gehoren trkA (MARTIN-ZANCA et al., 1989; MEAKIN et
al., 1992a und b; BARKER et al., 1993 und HORIGOME et al., 1993), trkB
(KLEIN et al. 1989; MIDDLEMAS et al., 1991; SOPPET et al., 1991) und trkC
(LAMBALLE et al., 1991 und 1993; TSOULFAS et al., 1993; VALENZUELA et
al. 1993). Dabei bindet NGF in vitro hochspezifisch an trkA (ROSS, 1991;
RAFFIONI et al. 1993), NT-3 an trkC (LAMBALLE et al., 1991 und BARBACID,
1994 und 1995) und deutlich weniger effizient auch an trkA und trkB (KAPLAN
et al. 1991a; LAMBALLE et al. 1991) wahrend trkB mit BDNF (KLEIN et al.,
1991b; SOPPET et al., 1991; SQUINTO et al. 1991 und BOTHWELL 1995),
NT-4/5 (BERKEMEIER et al., 1991; KLEIN et al., 1992; IP et al., 1992) und in
geringerem Mal3e auch mit NT-3 interagiert (KLEIN et al., 1989; SOPPET et al.,
1991). Bei den beiden zuletzt beschriebenen Mitgliedern der "NGF-Familie",
NT-6 und NT-7, die eine Art "Unterfamilie” darstellen, kann NT-7 nur trkA
aktivieren, nicht jedoch trkB oder trkC (NILSSON et al., 1998; LAl et al., 1998
und CATANIA et al. 2003). Die Bindung von NT-7 an trkA ist jedoch deutlich
weniger effizient als eine Interaktion zwischen NGF und trkA (NILSSON et al.,
1998). Diese beiden Neurotrophine scheinen daher nur eine sehr geringe Rolle

in Bezug auf eine trk-Rezeptor-Aktivierung zu spielen und wurden zudem bisher
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nicht in Saugern nachgewiesen, wie oben beschrieben. Abbildung 1 zeigt die
spezifischen Interaktionen zwischen den Neurotrophinen und den jeweiligen

Rezeptoren der trk-Familie.

NT-7 NT-6 NGF NT-4/5 BDNF NT-3

TrkA TrkB TrkC

Abbildung 1: Ligand/Rezeptor Interaktion zwischen den Neurotrophinen der "NGF-Familie” und
den Tyrosinkinase-Rezeptoren. Die dicken Pfeile symbolisieren die mdoglichen in vivo
nachweisbaren Hauptinteraktionen zwischen Ligand und Rezeptor. Die dinnen Pfeile
signalisieren Nebeninteraktionen, die z. T. nur in vitro oder mit hohen Konzentrationen maglich
sind.
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5NTR mit den trk-

Wie eingangs schon erwahnt hat die Co-Expression von p7
Rezeptoren einen Einfluss auf die Bindungsfahigkeit zu den Neurotrophinen als
Liganden. So wird durch die Co-Expression von p75"'" die Konformation von
trkA so verandert, dass dieser flr sich alleine ebenso nieder affine Rezeptor fur
NGF hoch affine Bindungsstellen hervorbringt. Dies bedeutet eine Verstarkung
des NGF-Signales, wobei der genaue Mechanismus dazu noch unklar ist
(ESPOSITO et al. 2001). VESA et al. konnte 2000 fur trkB und BDNF bzw. NT-

NTR
5

4/5 genau den umgekehrten Effekt mit p7 nachweisen, auf trkC und NT-3

hatte dabei das Vorhandensein von p75"' keinen Einfluss.

Neurotrophinrezeptoren kénnen schlielich auch in Abwesenheit von
Wachstumsfaktoren aktiviert werden. Es gelang LEE und CHAO 2001l1a trkA-
Rezeptoren von PC12-Zellen und trkB-Rezeptoren aus Hippocampus-Zellen

durch Adenosin, einem G-Protein abhangigen Neuromodulator, zu aktivieren.

1.2.2 Molekulare Struktur des trkC-Rezeptors

Wie bereits oben erwahnt, handelt es sich bei den trk-Rezeptoren um
klassische integrale Membranproteine mit Tyrosinkinaseaktivitat. Alle diese
Rezeptoren besitzen ein N-terminales Signal-Peptid (SP), gefolgt von der
extrazellularen Domane, welche die Mdoglichkeit der Interaktion mit dem

jeweiligen Neurotrophin bietet. In diesem Abschnitt existieren zwei
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unterschiedliche immunglobulinartige Domanen des C2-Typs (Igl und Igll)
(SCHNEIDER et SCHWEIGER, 1991). Zwischen dem Abschnitt mit den
immunglobulinartigen Doméanen und dem Signalpeptid existiert eine
Aminosauresequenz aus drei hintereinander liegenden Abschnitten bestehend
aus einer Leucin reichen Sequenz (LRM), wiederum beiderseits flankiert von
unterschiedlichen Verbanden von Cystein-Clustern (CCI und CCII). Die in der
C-terminalen Richtung anschlieRende einfache Transmembrandomane (TM)
besteht hauptsachlich aus einer hydrophoben Aminosauresequenz. Am C-
terminalen Ende schlie3lich folgt dann noch eine intrazellulare Doméane mit der
eigentlichen Protein-Kinase-Aktivitat in Form einer Tyrosin-Kinase (TK)
(BARBACID, 1994). COULIER konnte 1990 zeigen, dass entweder die Deletion
eines extrazellularen Abschnittes bestehend aus 51 Aminoséauren einschlief3lich
dem C-terminalen Igll oder der Austausch einer Aminosaure Cystein gegen ein

Serin in diesem Abschnitt zu einer Aktivierung des trk-Rezeptors fuhrt.

Dieser Grundaufbau ist allen bekannten trk-Molekilen gemeinsam. Speziell
beim trkC-Rezeptor codiert der Gen-Lokus jedoch fiur zwei Klassen des
Zelloberflachenrezeptors, einmal mit und einmal ohne Tyrosinkinaseaktivitat. In
der Klasse mit Tyrosinkinaseaktivitéat sind 4 Isoformen des trkC-Rezeptors
bekannt (LAMBALLE et al.,, 1991 und 1993; TSOULFAS et al., 1993;
VALENZUELA et al. 1993). Diese unterscheiden sich jeweils im C-terminalen
Tyroskinkinase-Abschnitt vom zuerst identifizierten trkC-K1-Rezeptor. TrkC-K14
weist nach der Aminosaure in Position 711 14 zuséatzliche Aminoséuren auf, 25

zusatzliche trkC-K25 und trkC-K39 eine zusétzliche Sequenz, bestehend aus
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39 Aminosauren. Dabei sind die zuséatzlich vorhandenen 14 und 25
Aminosauren des trkC-K14 und trkC-K25 unabhéangig von anderen bekannten
Sequenzen und scheinen auch keine strukturell informative Rolle zu spielen.
Die 39 Aminosauren lange zusatzliche Sequenz des trkC-K39 stellt eine
Kombination der beiden anderen zuséatzlichen Sequenzen des trkC-K14 und
trkC-K25 dar, mit der gleichen funktionellen Bedeutung. Interessant ist jedoch,
dass wohl nur trkC-K1 die Phospholipase-C-y (PLC-y) und Phosphatidylinositol-
3-Kinase (PI3K) aktivieren kann, obwohl auch durch aktivierte trkC-K14 und
-K25 Rezeptoren katalytische Effekte produziert oder inaktive Zellen zur DNA-
Synthese aktiviert werden konnen (LAMBALLE et al. 1993; TSOULFAS et al.
1996). Die verschiedenen Subtypen des trkC-Rezeptors entstehen durch
unterschiedliches Exon-Splicing. NT-3 bindet an alle diese katalytisch aktiven
Rezeptoren mit der gleichen Affinitat und Kinetik (LAMBALLE, 1993;

TSOULFAS et al. 1993; VALENZUELA et al., 1993).

Die zweite Klasse der trkC-Rezeptoren hat den gleichen extrazellularen und
transmembrantsen Aufbau, unterscheidet sich aber in der intrazellularen
Tyrosinkinase Doméne durch Fehlen der Kinase-Doméne (trkC™). Dabei sind
die ersten 74 zytoplasmatischen Residuen noch identisch zum katalytisch
aktiven Rezeptor. Ab der Sequenz 529 beginnen sich diese trkC™-Rezeptoren
in Abhangigkeit von vier verschieden gesplicten Exons von den Rezeptoren mit
Tyrosinkinaseaktivitat zu unterscheiden. Auch bei den trkC™-Rezeptoren
wurden auf der Basis der unterschiedlichen Anzahl der zytoplasmatischen

Residuen verschiedene Rezeptoren beschrieben, trkC™ 158, trkC™ 143,
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trkC™ 113 und trkC™ 108 (TSOULFAS et al., 1993; VALENZUELA et al.
1993). Ob diese nicht-katalytischen Rezeptoren in vivo exprimiert werden, ist
nach wie vor nicht bekannt. Abbildung 2 zeigt schematisch den Grundaufbau

eines trkC-Rezeptors mit und ohne Tyrosinkinaseaktivitat.

=N T S
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Abbildung 2: Schematischer Grundaufbau eines trkC-Rezeptors mit und ohne
Tyrosinkinaseaktivitat (TK). Weitere verwendete Abkilrzungen und Erklarungen siehe Text.
Daneben ist schematisch der innerhalb des Tyrosinkinaseabschnittes liegende Proteinabschnitt
777 bis 790 markiert, an den der in der vorliegenden Arbeit verwendete Antikorper c-trk (Ab-1)

bindet (sh. 2.1.2)
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1.2.3 Rezeptorbindung, Internalisation und retrograder Transport eines

Liganden-Rezeptor-Komplexes

Trk-Rezeptoren werden durch einen zweischrittigen Prozess aktiviert. Der erste
Schritt besteht aus einer liganden-vermittelten  Dimerisation des
Rezeptormolekiles an der Zelloberflache und der zweite Schritt in einer
Autophosphorylierung der Tyrosinkinasen-Residuen (KAPLAN et al.,, 1991b,
JING et al., 1992; CHAO, 2003). Diese Tyrosin-Autophosphorylierung ist
Voraussetzung fur die katalytischen wie fir die Signalaktivitaten der trk-
Rezeptoren. Dabei konnte schon frih fiir NT-3 die hauptsachliche Determinante
fur die Interaktion mit trkC und die zur Bindung notwendige Konfiguration
nachgewiesen werden (URFER et al., 1994). Effekte durch aktivierte trk-
Rezeptoren sind nicht nur topisch im Bereich der Synapsen, sondern zeigen
auch weitreichende Wirkungen durch einen retrograden Transport des
Liganden-Rezeptor-Komplexes vom axonalen Ende zum Zellkorper bzw.
Zellkern (DISTEFANO et al., 1992). Neuere Untersuchungen von 2001 zeigen,
dass fur diesen Transport eine direkte Zusammenarbeit mit Zytoskelettanteilen

notwendig ist (YANO et al., 2001).

11
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1.2.4 Funktionsweise des trkC-Rezeptors Uber den

Signaltransduktionsmechanismus

Nach der Aktivierung eines trk-Rezeptors werden die daraus resultierenden
Informationen Uber Signaltransduktionsmechanismen an das Zellinnere
weitergeleitet. Dabei bewirkt zunachst die eingangs beschriebene Bindung von
Neurotrophinen an die hoch-affinen Rezeptoren eine Autophosphorylierung
dieser Rezeptoren an spezifischen Tyrosin-Residuen Uber die Aktivierung der
Tyrosinkinase (CORDON-CARDO et al., 1991; KAPLAN et al., 1991a). Diese
aktivierten Tyrosin-Residuen initiieren die Bindung und Phosphorylierung von
Adapter-Molekilen (second-messenger) (KAPLAN und MILLER, 2000; CHAO,
2003). Die in diesem Zusammenhang am langsten bekannten beiden second
messenger sind Shc, ein Src-homologes und SH2-haltiges Adapter-Molekdil
(PELICCI et al.,, 1992; OBERMEIER et al., 1993; SUEN et al., 1993 und
STEPHENS et al.,, 1994) und Phospholipase-C-y (PLC-y) (OHMICHI et al.,
1991; VETTER et al., 1991; WIDMER et al., 1993; KAPLAN und STEPHENS,
1994; SEGAL und GREENBERG, 1996). Die Tyrosin-Phosphorylierung der
Adapter-Molekile dient der Interaktion mit anderen Signalproteinen durch
raumliche Zusammenfihrung innerhalb der Zellmembran. (SCHLESSINGER et
ULLRICH, 1992; EGAN et WEINBERG, 1993). Im speziellen triggert die
Phosphorylierung von Shc die Shc/Grb2/Sos-Interaktion, die Ras- und ERK
(extracellular signal-regulated kinase)-Aktivierung und schliel3lich eine Serie

von Phosphorylierungen z. B. Raf, MEK und die mitogen-assoziierte

12



1.2 NEUROTROPHINREZEPTOREN ALS TRANSMEMBRANSTANDIGE TYROSINKINASEN

Proteinkinase (MAPK) (SCHANEN-KING et al., 1991; LOEB et al.,, 1992,
SEGAL et GREENBERG, 1996). Die dabei erwahnte Ras-Aktivierung
beispielsweise geschieht Uber ein Ras-GTPase aktivierendes Protein (GAP)
(OBERMEIER et al., 1993). Die Signaltransduktionskaskade tber Shc bewirkt
einen Anstieg der Transkriptionseffekte (CHAO, 2003). Die zweite schon langer
bekannte Signaltransduktionskaskade erfolgt tber PLC-y. Dabei hydrolysiert die
aktivierte PLC-y das membranstandige Phosphatidyl-inositol-4,5-bisphosphat
(PIP2) zu Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3), das als hydrophiles Molekil von der
Zellmembran abdiffundiert und an der Membran des Endoplasmatischen
Reticulums die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) aktiviert (SOLTHOFF et
al., 1992; OHMICHI et al., 1992; OBERMEIER et al., 1993). Dies flhrt
schlieBlich zur Freisetzung von Ca®" aus intrazellularen Speichern und damit
zur Erhéhung des intrazellularen Calciumspiegels. Wahrscheinlich geschieht
dies Uber eine Serin- und Threonin-Kinase (BURGERING et COFFER, 1995).
Durch PLC-y entsteht neben dem Phosphatidyl-inositol-4,5-bisphosphat durch
Lipolyse aus Phospholipiden der Zellmembran Diacylglycerol (DAG). Dies
verbleibt als hydrophobes Molekll in der Membran und aktiviert dort die

Proteinkinase C (PKC).

Aus Abbildung 3 geht schematisch die beschriebene Transduktion
extrazellularer Signale von Neurotrophinen tber die beiden im Zusammenhang

mit Neurotrophinen am langsten bekannten Adaptermolekile Shc und PLC-y
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hervor, und die daraus folgenden Phosphorylierungskaskaden von zellularen

Substratproteinen.

NT-3

PIP2 PLC-gamma

Phospherylierung

Phosphaorylierung

IP3 +P|3K—>Ca2*T

Trke
v
Aktivierung von @

PKC uber DAG l

Anstieg der
Transkriptionseffekte

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Transduktion extrazelluldrer Signale durch
Phosphorylierungskaskaden und den second-messenger Mechanismus nach einer Rezeptor-

Liganden-Bindung eines Neurotrophins.

Ganz neue Untersuchungen ergaben, dass ein weiteres second-messenger
Molekul mit der Bezeichnung SLAM-associated protein (SAP), ein Protein, das

die homologe Src2-Doméne enthalt, in vitro und vivo mit trkA, trkB und trkC
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nach seiner Phosphorylierung interagiert. SAP reguliert gleichzeitig die
Sekretion von Interferon-Gamma und unterdriickt bei Uberexpression die NGF-
abhangige Phosphorylierung des trkB-Rezeptors selbst und eine Bindung des
phosphorylierten Rezeptors an weitere second-messenger im Sinne einer
negativen Ruckkoppelung (LO et al., 2005). Daneben wurde kirzlich noch eine
weitere Tyrosinkinase beschrieben (ARMS/Kidis 220), die sich in ihrer
Phosphorylierungskaskade von allen anderen Rezeptor-Tyrosinkinasen
unterscheidet und damit die Neurotrophinaktivitat von der Aktivitdt anderer
Wachstumsfaktoren differenziert (AREVALO et al. 2006). Dies alles zeigt die
Komplexitat auf und die dadurch unterschiedlichst mdglichen und zum Tell
kontraren Wirkungen, die durch eine Liganden-Rezeptor-Interaktion zwischen
trk-Rezeptoren und Neurotrophinen entstehen, und die bis zum jetzigen

Zeitpunkt nicht vollstandig aufgedeckt sind.
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1.3  Vorkommen von NT-3 im Korper/ZNS im Vergleich mit anderen

Wachstumsfaktoren der "NGF-Familie"

Im Gegensatz zu NGF ist BDNF hauptséchlich, aber nicht ausschlief3lich im
ZNS lokalisiert (HOFER et al., 1990; ERNFORS et al., 1990b; MAISONPIERRE
et al., 1990a). Insgesamt ist im Gehirn von Sdugern mRNA von BDNF selten,
obwohl der Spiegel im Durchschnitt 20 bis 30mal héher ist als der von NGF
(HOFER et al., 1990). Die Gehirnregion mit den héchsten Spiegeln von NGF-

und BDNF-mRNA ist die Region des Hippocampus (CASTREN et al. 1995).

Bei NT-3 wird nun ahnlich dem NGF die Expression von mRNA nicht im ZNS
dominiert. Grof3e Mengen davon findet man auch im peripheren Gewebe wie
Skelettmuskel, Leber und Darm (ERNFORS et al, 1990a und b;
MAISONPIERRE et al., 1990a und b; HOHN et al., 1990; ROSENTHAL et al.,
1990; KAISHO et al., 1990). Weder NGF noch BDNF findet man dort in ahnlich
grolen Mengen (BARDE, 1989; THOENEN et al., 1987). Am Beispiel von
jungen adulten Ratten im Alter von einem Monat ist das Vorkommen von NT-3
im peripheren Gewebe sehr weit verbreitet, hauptsachlich in den viszeralen
Zielzellen des Ganglion nodosum wie Herz, Lunge und Intestinum. So zeigt sich
dort beispielsweise eine NT-3 Konzentration von 892 ng/g Nassgewebe im
Pankreas, 133 ng/g in der Milz, 46 ng/g in der Nebenniere, 45 ng/g in der Leber,
40 ng/g in der Niere, 38 ng/g im Herz, 31 ng/g im Thymus und 21 ng/g im

Diaphragma (KATOH-SEMBA et al., 1996).
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Im ZNS ist NT-3 hauptsachlich im Hippocampus und Cerebellum zu finden
(ERNFORS et al. 1990b; MAISONPIERRE et al., 1990a und HOHN et al.,
1990). TOJO et al. konnte 1995 zeigen, dass NT-3 im postnatalen Cerebellum
hauptsachlich in der Kdrnerzellschicht des Lobus posterior von Mausen
vorkommt und sich dort die Expression des Neurotrophins im Laufe des
weiteren Lebens zurlckbildet. Obwohl die Purkinjezellen Zielzellen fur NT-3
darstellen und rekombinante M&ause ohne NT-3 motorische Defizite wie Ataxie
aufweisen, lassen sich histologisch bei diesen rekombinanten Mausen keinerlei

Abnormalitaten im Cerebellum nachweisen (TOJO et al., 1995).

Mit Enzym-Immuno-Assays kann NT-3 im Gehirn einer ein Monat alten Ratte
nur im Bulbus olfactorius, Cerebellum, Septum und Hippocampus
nachgewiesen werden. Mengenmallig findet man dort eine Konzentration von
6.3 ng/g Nassgewicht im Hippocampus, 0.91 ng/g im Septum, im Cerebellum
von 0.71 ng/g und 0.54 ng/g im Bulbus olfactorius (KATOH-SEMBA et al.,
1996). ZHOU  erbrachte mit seiner  Arbeitsgruppe 1994 den
immunhistochemischen Nachweis tber das Vorkommen von NT-3 im ZNS der
Ratte. Dabei konnte er zeigen, dass NT-3 sowohl in Gliazellen als auch in
Neuronen zu finden ist. Die neuronale Verteilung von NT-3 differierte in seinen
Untersuchungen zu den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die mRNANT3
nachgewiesen haben; es wurde diskutiert, dass einige Zellen NT-3 fur den
Bedarfsfall akkumulieren, andere Zellen dagegen den Wachstumsfaktor selbst
synthetisieren (ZHOU et al., 1994). Immunhistochemische Untersuchungen

lassen auch die Vermutung zu, dass NT-3 in der Adenohypophyse von adulten
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Primaten vorkommt und dort maglicherweise ein neues

Adenohypophysenhormonsystem darstellt (BORSON et al., 1994).
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1.4 Neurotrophine als Einflussfaktoren in die Wachstums- und

Differenzierungsvorgange von Neuronen bei Sdugern und Mensch

1.4.1 "Target-derived-synthesis" als Modell der embryonalen Entwicklung

neuronaler Netzwerke

Voraussetzung fur die Funktionalitat von komplexen integrativen Prozessen
zwischen Neuronen im Nervensystem ist die Regelmafiigkeit der Verbindungen,
die die Nervenzellen untereinander und zu verschiedenen Geweben in der
Peripherie  bilden. Aus den Untersuchungen zur Entwicklung des
Nervensystems von Saugern ergibt sich, dass nur wenige Verbindungen fest
vorgegeben sind, was zu einem hohen Flexibilititsgrad des Nervensystems
fuhrt, der fur die Bildung, Aufrechterhaltung und Modifizierung synaptischer
Verbindungen notwendig ist (NICHOLLS et al., 2002). Ein madglicher
Mechanismus der Entstehung des komplexen neuronalen Netzwerkes ist die
sogenannte “"Neurotrophin-Hypothese". Diese besagt, dass UUber eine
chemische Steuerung ein zielgerichtetes Wachstum von Axonen durch "target-
derived-synthesis" und anschlieend die Bildung und Stabilisierung von
synaptischen Verschaltungen spezifischer Nervenzellpopulationen erfolgt.
Dabei wird das selektive Uberleben noch weitgehend ungerichtet ins Ziel

einsprossender, miteinander konkurrierender Neurone oder Axone neben der
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neuronalen Aktivitat Uber das mengenmalige Vorhandensein eines trophischen
Faktors (Chemoattraktor) gesteuert und damit letztlich die Innervationsart und -

dichte (OPPENHEIM, 1991; MAJDAN und MILLER, 1999).

Zu den am besten untersuchten Chemoattraktoren zahlt NGF (MENESINI-
CHEN et al.,, 1978). Dabei konnten DAVIES et al. 1990 zeigen, dass die
Synthese von NGF erst nach Eintreffen der Axone an der Zielzelle beginnt. Die
Axone exprimieren auch keine NGF-Rezeptoren, bevor sie ihr Zielgewebe
erreichen. Der Nervenwachstumsfaktor scheint also vielmehr bei der Regulation
der Verteilung der Axonauslaufer innerhalb des Zielgewebes eine Rolle zu
spielen (CAMPENOT, R. B., 1982). MILLER und KAPLAN konnten 2001b und
2002 zeigen, wie ein durch NGF stimulierter trk-Rezeptor neben den lokalen
Wachstumseffekten an den Nervenendigungen auch retrograde Effekte an den
Zellkorpern der Neuronen selbst macht, beispielsweise in Form von
Genexpression. Die beachtlichen Strecken, die die Zellkdrper oft von den
Nervenendigungen entfernt liegen, tUberwinden die Neuronen offenbar durch
einen retrograden Transport des aktivierten trk-Rezeptors selbst (DISTEFANO

et al., 1992 und YANO et al., 2001).

NT-3 nun wird wie NGF als "target-derived survival factor" oder Chemoattraktor
betrachtet (LINDSAY, 1993). Tatsachlich wird NT-3 retrograd transportiert zu
Regionen mit Neuronen, die auf NT-3 reagieren (DISTEFANO et al., 1992).
Diese These untermauert auch das Verteilungsmuster von mRNA fir NT-3 und

seinem Rezeptor (LINDSAY, 1993). Aber auch ein anterograder Transport von
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NT-3, also ein axonal/dendritischer Transport und der direkte Einfluss von NT-3
auf die postsynaptische Zelle durch Aufnahme des Neurotransmitters dort,
scheint eine Rolle in der Entwicklung des ZNS zu spielen. BARTHELD et al.
konnte dies 1996 bei der Entwicklung des visuellen Kortex zeigen. In der
gleichen anatomischen Region konnte durch mehrere Arbeitsgruppen gezeigt
werden, dass NGF, BDNF und NT-4/5 die Entwicklung der okularen Dominanz-
Saulen bei Ratten und Nagetieren modulieren (MAFFEI et al., 1992; CABELLI
et al., 1995; RIDDLE et al, 1995; GALUSKE et al. 1996). Danben haben
verschiedene Neurotrophine unterschiedliche Effekte auf das Wachstum
dendritscher Zellen im visuellen Cortex in Abhangigkeit der Schicht (layer-
specific fashion) (McALLISTER et al.,, 1995, 1996 und 1997). Weitere
Arbeitsgruppen konnten direkt nachweisen, dass NT-3 und der fur NT-3
wichtigste Rezeptor trkC die Proliferation und das Uberleben von neuronalen
Vorlaufern/Vorstufen und die kollaterale Verzweigung von Axonen in Zielzellen
regulieren (FARINAS et al., 1994; SCHNELL et al., 1994, BIRREN et al., 1993;
DICICCO-BLOOM et al.,, 1993; KALCHEIM et al., 1992; HUANG und
REICHARDT, 2001). Neue Untersuchungen beweisen, dass die Projektion der
thalamo-kortikalen Axone wahrend der Hirnentwicklung durch BDNF- und NT-3-
abhangige Signalprozesse unterschiedlich reguliert wird in Abhangigkeit
verschiedener zusatzlich notwendiger membranassoziierter Molekule (sh. 1.2),
die in kortikalen Zellen exprimiert werden (YAMAMOTO und HANAMURA,
2005). Einen indirekten Hinweis auf die Neurotrophinhypothese gibt die

unterschiedliche Konzentration von NT-3 in verschiedenen
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Entwicklungsabschnitten des ZNS. Dazu wurde von HALLBOOK 1993 gezeigt,
dass die Konzentration von NT-3 in Hihner-Embryos am hdchsten an Tag 4

und 5 ist und danach wieder abfallt (HALLBOOK, 1993).

1.4.2 Neuronale und synaptische Plastizitat als Mechanismus flr

Anpassungsvorgange im erwachsenen Gehirn

Unter neuronaler und synaptischer Plastizitat versteht man die Fahigkeit des
Nervensystems von Saugern, lebenslang selektive und zielgerichtete
Anpassungen gemdall den Erfordernissen durchzufihren, die mit
Veranderungen der Morphologie, der Verschaltung und von molekularen
Mechanismen einhergehen (SPITZER, 2000; MONTGOMERY, 2004). Dies tritt
unter physiologischen Bedingungen unmittelbar vor und nach der Geburt mit
zielgerichtetem axonalen Wachstum und Stabilisierung synaptischer

Verschaltungen auf (sh. 1.4.1).

Bei Verdnderungen im Zielgewebe (target) bzw. bei modifiziertem Input im
erwachsenen Nervengewebe beobachtet man die Aussprossung (Sprouting)
von Axonen und Dendriten, welches als Mechanismus im Rahmen der
neuronalen und synaptischen Plastizitat gilt. Unter nattrlichen Stimuli kommt es
physiologischerweise im adulten, differenzierten zentralen Nervensystem zum

"Synapsen-turnover® und auf molekularer Ebene zu funktionellen
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Verdnderungen zum Beispiel im Zytoskelett oder auf Ebene der
Rezeptorexpression. Aber auch unter pathologischen Gegebenheiten spielen
neuronale und synaptische Plastizitdit eine Rolle, beispielsweise durch
Wachstum von neuronalen Fortsatzen und Anpassung der Synapsenexpression
nach Lasion. Umgekehrt findet man eine verminderte Adaptationsfahigkeit bei
neurodegenerativen Veranderungen (z. B. Verlust des Dendritenwachstums bei

Alzheimer Krankheit) (ANDERTON et al., 1998; NICHOLLS et al., 2002).

Ahnlich der Entstehung neuronaler Netzwerke im embryonalen Gehirn spielen
Neurotrophine eine entscheidende Rolle bei den aktivitatsabhéngigen
Modulationen im Rahmen der neuronalen Plastizitédt im adulten Gehirn (LO,
1995; THOENEN, 1995; BONHOEFFER, 1996; CELLERINO und MAFFEI,
1996; LU und FIGUROV, 1997; McALLISTER et al.,, 1999 und POO, 2001).
Dabei nehmen die Neurotrophine bei den modulatorischen Aktivitdten sowohl
pra- als auch postsynaptisch Einfluss. Verschiedene Gruppen konnten zeigen,
dass der prasynaptische Einfluss der Wachstumsfaktoren in der Steigerung der
aktivitatsvermittelten Freisetzung von Neurotransmittern besteht (LOHOF et al.,
1993; KNIPPER et al., 1994; LESSMANN et al., 1994; STOOP et POO, 1995
und 1996; BLOCHL und SIRRENBERG, 1996; WANG et POO, 1997; XIE et al.,
1997; GOTTSCHALK et al., 1998; LI, Y. X. et al, 1998). Postsynaptisch inhibiert
BDNF die Wirkung tber y-Amino-Buttersaure-Rezeptoren (GABAA) (TANAKA et
al., 1997). Daneben konnte von KAFITZ et al. (1999) gezeigt werden, dass

Neurotrophine tetrodotoxin-resistente  Natrium-Kanale fur Millisekunden
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aktivieren. Dies bewirkt die Initierung wiederholter Aktionspotentiale.
MAMOUNAS et al. wiesen 2000 nach, dass durch BDNF das regenerative
Aussprossen, aber nicht das Uberleben von verletzten serotonergen Axonen im

erwachsenen Gehirn der Ratte gefordert wird (MAMOUNAS et al., 2000).

Umgekehrt wird die Synthese von Wachstumsfaktoren durch die neuronale
Aktivitat reguliert (LINDHOLM et al., 1994; SHIEH et al.,, 1998; TAO et al.,
1998). So steuert eine neuronale Aktivitat gemeinsam mit den exzitatorischen
Neurotransmittern Glutamat (Glu) und Acetylcholin (ACh) die Sekretion von
Neurotrophinen aus Neuronen des Hippocampus (BLOCHL und THOENEN,
1995 und 1996; CANOSSA et al., 1997; GRIESBECK et al. 1999). Glutamat
benutzt dazu als Rezeptoren die Subtypen lonotropic-a-amino-3-hydroxyl-5-
methyl-4-isoxazolpropionic-Saure (AMPA) und metabotropic-glutamat-group |
(mGIuRI), nicht aber den Subtyp NMDA (BLOCHL und THOENEN, 1995 und

1996).

Zusatzlich regulieren Neurotrophine auch ihre eigene Sekretion (CANOSSA et
al., 1997; KRUTTGEN et al. 1998). Diese Autoregulation kann uber alle trk-
Rezeptoren geschehen; in Neuronen des Hippocampus Uber trkB und trkC
(Canossa et al., 1997) und in Phaochromozytomzellen PC12 der Ratte Uber
TrkA (KRUTTGEN et al., 1998). Uber die genaue Signaltransduktionskaskade,
welche zu einer NT-Sekretion fuhrt, ist bisher wenig bekannt, jedoch scheint die
Mobilisation von Ca®" aus endogenen Speichern die gemeinsame Endstrecke

zu sein, die schlieRlich zu einer regulierten NT-Sekretion fihrt (BLOCHL und
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THOENEN, 1995 und 1996; GRIESBECK et al., 1999). MARCO CANOSSA
konnte 2000 mit seiner Arbeitsgruppe zeigen, dass aktivierte trk- und mGIuRI-
Rezeptoren eine Aktivierung der Pospholipase-C-y (PLC-y) zur Folge haben,
was wiederum Uber Inositol-1,4,5-trisphosphat zur Mobilisierung intrazelluléarer

Calciumspeicher fuhrt (CANOSSA et. al., 2000).

1.4.3 Apoptose als programmierter Zelltod

Ein auffalliges Merkmal der Entwicklung des Nervensystems besteht darin,
dass viele Neuronen wieder absterben ohne jemals in ein neuronales Netzwerk
eingebunden gewesen zu sein oder eine andere Funktion ausgefihrt zu haben.
Wahrend der Periode der Synapsenbildung weisen alle Vertebraten-
Nervensysteme eine Uberproduktion von Neuronen mit konsekutivem Zelltod
auf. Einige Neuronen, die absterben, haben unter Umstdnden gar keine
Synapsen gebildet oder ein ungeeignetes Ziel innerviert. In solchen Fallen tragt
der Zelltod zur Spezifitdit der Innervierung bei. Die meisten Zellen, die
absterben, scheinen jedoch ihre korrekten Ziele erreicht und innerviert zu
haben. Der Zelltod ist also primér ein Mechanismus, durch den die Grol3e des
neuronalen Eingangs auf die Grol3e seines peripheren Ziels abgestimmt wird
(NICHOLLS et al. 2002). Dabei besitzt jede neuronale Zellpopulation eine

kritische Phase wahrend der Entwicklung, in der ihr Uberleben von der
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Bereitstellung von Neurotrophinen abhéngt. VAILLANT et al. konnten 1999
zeigen, dass das Uberleben neuronaler Zellen synergistisch durch Zellaktivitat
in Form von intermittierender Depolarisation, und Bindung von Neurotrophinen
reguliert wird. Beide Pfade minden in den oben bereits erwdhnten
Signaltransduktionsmechanismus von Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K). So
unterstitzt NT-3 das Uberleben der viscero-sensorischen Neuronen des
Ganglion nodosum (HOHN et al., 1990; MAISONPIERRE et al., 1990b) sowie
einer sensorische Zellpopulation im Hinterhorn des Riickenmarkes (HORY-LEE
et al., 1993) und in vitro das der Purkinjezellen im Kleinhirn (MOUNT et al.,
1994). In vitro tragt NT-3 sogar zur Proliferation von Neuronen bei
(KALCHHEIM et al.,, 1991). Im Gegensatz dazu konnten mehrere
Arbeitsgruppen (ALOYZ et al.,, 1998 und BAMJI et al.,, 1998) zeigen, dass
andere Mitglieder der "NGF-Familie" durch Bindung an den unspezifischen p75
Rezeptor an sympathischen Neuronen Apoptose signalisieren. LEE und
Mitarbeiter deckten vor kurzem auf, dass die Neurotrophin-Vorlauferproteine
und deren proteolytisch entstandene Produkte unterschiedliche pro- und anti-
apoptotische Zellantworten aktivieren. Dies zeigt nebenbei die Komplexitat der
Regulationsvorgange auf, die durch Neurotrophine aktiviert werden (LEE et al.
2001b). MILLER und KAPLAN haben diese Zusammenhange 2001a in einem

Ubersichtsartikel nochmals zusammengestellt.
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1.4.4 Neurobiologische Modelle des Lernens und des Gedachtnisses

unter Einbeziehung von Wachstumsfaktoren

Uber das neuroanatomische, beziehungsweise biochemische Korrelat fir
Lernen und Gedachtnis ist bisher noch wenig bekannt. In der Lerntheorie
unterscheidet man zwischen explizitem, das heil3t stdndig der bewussten
Erinnerung zuganglich, und implizitem Gedachtnis, das heil3t unbewusstes
Erlernen von motorischen und wahrnehmungsbezogenen Fahigkeiten.

Implizite Gedachtnisinhalte scheinen durch Speichermechanismen innerhalb
der sensomotorischen Systeme abgelegt zu werden und sind damit an
verschiedenen Stellen im Nervensystem lokalisiert. Eine wichtige
neuroanatomische Struktur daflr ist das Kleinhirn, das uber die beiden
Hauptprojektionsbahnen, den Moos- und Kletterfasern, seine Informationen
erhalt. Daneben ist auch der Mandelkernkomplex (Amygdala) fir bestimmte
implizite Gedachtnisinhalte wichtig. Dieser stellt ein anatomisches Bindeglied
zwischen kognitivem impliziten Lernen und emotionalem Verhalten dar. Die
Amygdala erhélt zahlreiche sensorische Informationen aus dem Thalamus und
den primaren sensorischen Kortexfeldern. Dieser Informationsfluss scheint
wichtig fur das Erlernen verschiedener emotionaler Zustande wie Angst und
Furcht, aber auch Appetit. Informationen des Mandelkernkomplexes werden
dann zur bewussten Wahrnehmung und Bewertung dieser Emotionen an den

limbischen Cortex (orbitofrontaler Cortex und Gyrus cinguli) weitergeleitet.
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Gleichzeitig findet ein Zusammenspiel der Amygdala mit subcorticalen
Strukturen wie Hypothalamus, Hirnstamm und dem autonomen Nervensystem
statt, welches fir unbewusste Reaktionen wie Hormonhaushalt oder
Blutdruckregulation zustandig ist (FRICK et al, 1992; KLINKE und
SILBERNAGL, 1994; SPITZER, 2000). Beispiele fir die einfachen Formen des
impliziten Lernens stellen Habituation, Sensitivierung und klassische
Konditionierung dar. Dies geschieht auf zellularer Ebene Gber Veranderung von
Genexpression und der Ausbildung neuer synaptischer Verbindungen. Direkte
Zusammenhange zwischen implizitem Gedachtnis und Wachstumsfaktoren
konnten bisher noch nicht nachgewiesen werden.

Explizites Lernen und Gedachtnis werden mit der Hippocampusformation in
Verbindung gebracht (KLINKE und SILBERNAGL, 1994). Diese ist im medialen
Temporallappen lokalisiert und besteht aus zwei langen ineinandergreifenden
C-foérmigen Cortexstreifen, dem Hippocampus und dem Gyrus dentatus, neben
dem benachbarten Subiculum, das hauptsachlich Assoziationen aus dem

Hippocampus erhalt (BENNINGHOFF, 1985; FRICK et al, 1992).

Lernen und Gedachtnis im Zusammenhang mit Wachstumsfaktoren ist schon
lange Gegenstand experimenteller Untersuchungen. Am langsten ist in der
NGF-sensitiven cholinergen Neuronenpopulation im basalen Telencephalon,
namlich dem Nucleus basalis Meynert (B) und dem horizontalen diagonalen
Band (HDB), der neuroanatomische Zusammenhang zwischen Lernen und
Gedachtnis einerseits und Wachstumsfaktoren andererseits bekannt. Diese

Neuronen innervieren mehrere Strukturen im ZNS, unter anderem den
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Hippocampus. Wenn die Axone dieser Neuronen in der adulten Ratte
durchtrennt werden, sterben die Zellen ab. Nach einer NGF-Infusion ins ZNS
Uberleben die Neuronen jedoch die Axotomie. Die Anzahl der cholinergen
Zellen nimmt mit dem Alter ab, ebenso auch die Fahigkeit von Ratten sich in
einem Labyrinth zurechtzufinden oder andere Aufgaben des raumlichen
Gedachtnisses zu lernen (FISCHER et al., 1989). Wenn NGF jedoch in alte
Ratten injiziert wird, steigt die cholinerge Aktivitat der Zellen. Parallel dazu wird
die Leistung von Ratten bei Aufgaben fur das raumliche Gedachtnis erhoht
(FISCHER et al., 1991). Die Rolle des Hippocampus fir die raumlich visuelle
Orientierung und das episodische Gedéachtnis kennt man auch aus
Untersuchungen von Patienten, deren mittlere Schlafenlappen beidseitig
entfernt wurden, um die Symptome von Temporallappen-Epilepsie zu bessern.
Bei denen beobachtet man einen besonders auffalligen und spezifischen
Mangel der Fahigkeit, Inhalte des episodischen Gedachtnisses ins
Langzeitgedachtnis umzusetzen (SQUIRE und ZOLA-MORGAN, 1991). Man
nimmt an, dass zum einen langanhaltende Verdnderungen der
Synapsenstarken zwischen Neuronen im Hippocampus an der Konsolidierung
des Gedachtnisses und an der Erinnerung beteiligt sind. Zum anderen stellt der
Hippocampus selbst nur einen kurzzeitigen Speicher tber Tage oder Wochen
dar, der die erworbene Information an den Neocortex weitergibt. BLISS und
LAMO identifizierten 1973 ein mogliches zellulares Korrelat solcher
langanhaltenden Veranderungen der synaptischen Effektivitat (BLISS und

LAMO, 1973). Sie zeigten, dass hochfrequente Stimulation von Eingéngen in
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1 EINLEITUNG

den Hippocampus eine Zunahme der von den postsynaptischen
Hippocampusneuronen  abgeleiteten  Amplitude  der  exzitatorischen
synaptischen Potentiale bewirkte, die beim intakten Tier stundenlang anhielt,
manchmal sogar Uber Tage und Wochen. Sie nannten diese verlangerte
Bahnung Langzeitpotentierung (long-term potentiation, LTP). Dieses zellulare
Korrelat entspricht mdoglicherweise dem Lernen und Ablauf fir
Erinnerungsvorgange bei Saugern und Menschen. ROBERTSON et al. konnte
1996 den komplexen biochemischen Pathway identifizieren, der im
Hippocampus zur LTP fuhrt (ROBERTSON et al., 1996). Es konnte von
mehreren Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass LTP an vielen synaptischen
Leitungsbahnen auftritt. Die LTP kann dazu unterschiedliche Reizmuster
erfordern, verschieden schnell verschwinden und anderweitige Mechanismen
involvieren (BROWN et al, 1990 und MADISON et al, 1991). In der
Hippocampusformation sind drei groRe synaptische Schaltstellen bekannt, die
alle LTP erzeugen kénnen: zwischen Enterohinalcortex/Parahippocampus, als
Hauptprojektionskerngebiet zum Hippocampus, und Gyrus dentatus Uber den
sog. Tractus perforans, zwischen Gyrus dentatus und Neuronen der CA2-
Region des Hippocampus Uber Moosfasern, und zwischen der CA2- und CAl-
Region des Hippocampus Uber den sog. Schaffer-Kollateral/Kommissuraltrakt.
Typischerweise wird an diesen Synapsen Glutamat als Transmitter
ausgeschuttet, der Uber N-Methyl-D-Aspartat- (NMDA) und non-NMDA-
Rezeptoren seine Information an die betreffende Neuronenpopulation
weitergibt. Neurotrophine spielen insgesamt eine entscheidende Rolle

bezuglich der long-term Regulation der Synapsen-Reifung (LIOU et FU, 1997;

30



1.4 NEUROTROPHINE ALS EINFLUSSFAKTOREN IN DIE WACHSTUMS- UND

DIFFERENZIERUNGSVORGANGE VON NEURONEN BEI SAUGERN UND MENSCH

LIOU et al., 1997; WANG et al.,, 1997). Im Speziellen konnte bisher gezeigt
werden, dass BDNF notwendig fur diese Langzeitpotentierung des
Hippocampus ist (KORTE et al. 1995 und 1996; Patterson et al., 1996) Auch
neuere Untersuchungen zeigen dies. XU et al. wiesen 2000 nach, dass BDNF
durch trkB pra- und nicht postsynaptischen Einfluss auf die Modulation von LTP

nimmt (XU et al., 2000).
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1 EINLEITUNG

1.5 Wirkung von Neurotrophinen auf gliale Zellen

Bald nach der Entdeckung der Wachstumsfaktoren zeigten sich Hinweise auf
deren biologische Wirkung in bezug auf die Entwicklung und Aufrechterhaltung
neuronaler Systeme. Lange dachte man, dass dies die vorwiegende Funktion
der Faktoren darstellt. Spater erst kam der Aspekt hinzu, dass
Wachstumsfaktoren Uber gliale Zellpopulationen die Regeneration des
Nervensystems nach Entziindung oder Verletzung beeinflusst. So bendétigen in
vitro Oligodendrozyten von Ratten fir das Uberleben verschiedene
Wachstumsfaktoren, darunter Neurotrophine und insbesondere NT-3.
AulRerdem kann NT-3 Mitosen bei Prakursorzellen von Oligodendrozyten
induzieren. So konnten BARRES et al. 1993 in vitro zeigen, dass das
Vorhandensein jeweils eines Wachstumsfaktors das Uberleben nur kurzfristig
steigert, die Kombination von Wachstumsfaktoren aus verschiedenen Gruppen
Oligodendrozyten langfristig Uberleben lassen. Auch in vivo spielen
Wachstumsfaktoren auf den Einfluss von Gliazellen eine Rolle. So konnten
ALTHAUS et al. 1992 den Einfluss von Wachstumsfaktoren auf adulte
Oligodendrozyten zeigen. Sie verwendeten dazu Zellkulturen aus
Oligodendrozyten, die sie von erwachsenen Schweinen isolierten. Die
Oligodendrozyten beginnen vier bis funf Tage nach der Isolierung mit der
Regeneration ihrer Auslaufer und haben nach 14 Tagen ein Netzwerk von
Fasern ausgebildet. Bei Anwesenheit von NGF Uber einen Zeitraum von 48

Stunden wurde ein verstarktes Wachstum der Fasern beobachtet, bedingt
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1.5 WIRKUNG VON NEUROTROPHINEN AUF GLIALE ZELLEN

durch ein starkes Langenwachstum und eine Zunahme der Verzweigung.
Daneben zeigte sich auch eine starke Vermehrung der Zellkultur. Sowohl
Wachstum und Aussprossung der Myelinfasern, als auch die Zunahme der
Oligodendrozyten konnte durch Anti-NGF verhindert werden. Auch in
peripheren glialen Zellpopulationen wie Schwann'schen Zellen konnten BDNF
und NT-3 nachgewiesen werden. Diese Wachstumsfaktoren beeinflussen dort
die Myelinisierung des peripheren Nervensystems sowohl in vitro wie in vivo. So
korrelierten die BDNF-Spiegel mit der Dicke der Myelinformation wahrend der
gesamten Proliferations- und Premyelinisierungsperiode, wahrend die NT-3-
Spiegel anfangs hoch waren und spater niederreguliert wurden. Zugaben von
exogenem BDNF verstarkten die Myelinisierung, wahrend eine Hemmung die
Ausbildung von reifem Myelin verhinderte. Interessanterweise verhielt sich NT-3

genau umgekehrt zu BDNF (CHAN et al. 2001).
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1.6 Problemstellung

Einige Arbeitsgruppen haben bisher das Vorkommen von trkC-Rezeptoren Uber
den Nachweis von mRNA bzw. Transskriptionsmolekilen oder mit
immunhistochemischen Farbemethoden an einzelnen neuronale Zellverbanden
aufgezeigt oder schlossen Uber einen Funktionsausfall genetisch veranderter

Sauger auf das Vorhandensein dieser Rezeptoren.

Diese Arbeit soll systematisch die Lokalisation der trkC-Rezeptoren durch den
direkten Nachweis mittels immunhistochemischen Methoden im Gehirn von
adulten Ratten erbringen. Dazu wurden sowohl Sagittal- als auch
Frontalschnitte von Rattenhirnen, vom Bulbus olfactorius beginnend bis zur
Medulla oblongata reichend, repréasentativ ausgewdahlt und daran der trkC-
Rezeptor immunhistochemisch nach der Peroxidase-Anti-Peroxidase(PAP)-
Methode angefarbt und lichtmikroskopisch ausgewertet. Anhand der Schnitte
wurden anschlie3end Skizzen Uber die positiv gefarbten Areale in Anlehnung
an einen neuroanatomischen Rattenhirnatlas von PAXINOS und WATSON von
1989 angefertigt. Neben der damit beurteilbaren zellularen Verteilung von trkC
im Gehirn der Ratte soll eine elektronenmikroskopische Untersuchung dieser
immunhistochemisch angefarbten Schnitte Aufschluss Uber die intrazellulare

Lokalisation von trkC bringen.
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1.6 PROBLEMSTELLUNG

Eine zweite Intention dieser Arbeit ist der Versuch, tber die zellulare Verteilung
und intrazellulare Lokalisation der trkC-Rezeptoren weitere Hinweise Uber die
physiologische Bedeutung und Funktionsweise von NT-3 zu bekommen, vor
allem in bezug auf bisher noch lickenhaftes Wissen uber Lernen und
Gedéachtnis. Zuletzt soll ein kurzer Ausblick auf einen moéglicherweise
zukUnftigen therapeutischen Einsatz von Wachstumsfaktoren, insbesondere
von NT-3, vor allem bei degenerativen Erkrankungen des ZNS und bei cerebral

metastasierten Tumorerkrankungen diskutiert werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Tiere

Die fUr diese Arbeit erforderliche Genehmigung fur Tierversuche gemal 8§ 8 des
Tierschutzgesetzes wurde von der Regierung von Oberbayern erteilt (Az: 211-
2531-9/88 vom 19.07.1988 und Az:211-2531-19/92 vom 14.07.1992). Die
immunhistochemischen Farbungen wurden an Gehirnen von vier adulten
Sprague-Dawley-Ratten im Alter von 4 bis 6 Monaten beiderlei Geschlechtes

durchgefihrt.

2.1.2  Verwendeter Antikorper

Die Rezeptoren fur Neurotrophin-3 wurden immunhistochemisch mit dem
Antikorper c-trk (Ab-1) der Firma Oncogene Science dargestellt. Es handelt sich
dabei um einen hochgereinigten polyklonalen IgG-Antikérper aus
Kaninchenserum, der spezifisch an die von MARTIN-ZANCA et al.
beschriebene intrazellulare C-terminale Doménde der Proteinsequenzen 777
bis 790 der TrkC Rezeptoren bindet (MARTIN-ZANCA et al.,, 1989). Die

verwendete Konzentration richtete sich nach der Farbeintensitat und wurde
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2.1 MATERIAL

durch Verdunnungsreihen ausgehend von der Ausgangskonzentration 100 ug
IgG-Antikorper in 1.0 ml Natrium-Phosphat-Puffer so gewahlt, dass ein
unspezifischer Niederschlag moglichst vermieden wurde, und sich Zellen mit
vorhandenen Rezeptoren dennoch eindeutig darstellen lieBen. Zum
Spezifitatsnachweis der gebildeten Farbungen wurde das p140/110 trk-Peptid
c-trk (peptide-1) von Oncogene Science verwendet, woran der c-trk (Ab-1)
Antikdrper bindet. C-trk (peptide-1) wurde als Antikdrper gegen eine
Peptidstruktur am C-terminalen Ende des Rezeptors c-trk (Ab-1) entwickelt.
Dabei handelt es sich um ein hochgereinigtes Peptid, dessen
Aminosauresequenz durch Analysen oder Sequenzierung verifiziert wurde
(ONCOGENE SCIENCE, 1991 und 1996). Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber
den Hersteller, die Eigenschaften und die verwendeten Konzentrationen bzw.
Verdinnungen des spezifischen Antikérpers und des Proteins fur den

Spezifitatsnachweis.

2.1.3 Verwendete Reagenzien

Zur eigentlichen Immunreaktion waren weitere AntikOrper noétig, die im
folgenden kurz charakterisiert werden sollen.

Bei dem verwendeten Anti-Rabbit IgG der Firma Sigma Immuno Chemicals
handelt es sich um ein Protein, das aus Ziegenserum durch Verwendung von
gereinigtem Kaninchen-IgG als Immunogen gewonnen wurde. Hiervon

préazipitiert 1.0 ml 1.5 mg Kaninchen IgG bei einer Konzentration von 53 mg/ml.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Die Verwendung erfolgte in einer Verdiinnung 1:100 (vol:vol) (SIGMA, 1993).
Zusatzlich wurde Rabbit-PAP der Firma DAKO verwendet, ein Komplex aus
Meerrettich-Peroxidase und aus Kaninchenserum gewonnenem Antikdrper
gegen Meerrettich-Peroxidase in der empfohlenen Verdinnung 1:100 (vol:vol).
Die darin enthaltene Peroxidase hat eine enzymatische Aktivitat von 250 U/mg
(DAKO, 1995).

Diese fur die immunhistochemische Darstellung weiter nétigen Substanzen sind
ebenfalls in Tabelle 1 mit ihrer Funktion, den Bezugsquellen, Eigenschaften und
die fur die Auswertung verwendeten Konzentrationen bzw. Verdinnungen

zusammengefasst.
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verwendete
Substanz Funktion Hersteller Immun- Konzentration
globulin /Verdinnung
1:50 bis
c-trk (Ab-1) 1. Antikbrper | Oncogene polyklonal 1:500 (LM)
Science 1:50 (EM)
c-trk Spezifitats- Oncogene enfallt 10 ug
(peptide-1) nachweis Science
Sigma
Anti-Rabbit- 2. Antikérper | Immuno monoklonal 530 pug/ml bzw.
IgG Chemicals 1:100
Peroxidase-
Rabbit-PAP Anti-Peroxi- DAKO monoklonal 1:100

dase-Komplex

Tabelle 1: Fur die immunhistochemische Untersuchung verwendeter spezifischer Antikdrper,

zum Spezifitdtsnachweis dieses Antikdrpers verwendetes Protein und die dafir weiter

bendtigten Reagenzien mit den jeweiligen Funktionen, Bezugsquellen, Eigenschaften und

angewandten Konzentrationen bzw. Verdinnungen
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2.2 Methoden

2.2.1 Fixierung des Hirngewebes

Das fur die Arbeit verwendete Hirngewebe der Versuchstiere wurde
perfusionsfixiert. Dazu wurden die Ratten zuerst mit Azaperon (Stresnil®) i. m.
sediert und dann mit Pentobarbital (Nembutal®) i. p./i. v. (50 mg/kg KGW)
eingeschlafert. Danach wurde der Thorax eroffnet, das Herz freiprapariert und
mit Hilfe einer Knopfkanile durch den linken Ventrikel zuerst das intracerebrale
GefalRsystem mit ca. einem Liter einer 0,9%igen NaCl- oder Ringer-Lésung
zusammen mit 10.000 I. E. Heparin von Blut freigesplilt. AnschlieRend wurden
Uber die gleiche Nadel ca. zwei Liter des Fixativums eingebracht. Dieses
bestand bei den Tieren, deren Hirne fur die lichtmikroskopische Untersuchung
verwendet wurden aus Zamboni-Fixativ und einer 4%igen Paraformaldehyd-
Losung. Das Gewebe derjenigen Ratten, deren Gehirne spater fur die
elektronen-mikroskopische Aufarbeitung verwendet wurden, wurde anstelle des
Zamboni-Fixatives mit einer 0.2%igen Glutaraldehyd-Lésung fixiert. Im
Anschlu3 an die transkardiale Fixierung wurde den Versuchstieren das Gehirn

entnommen und in den schon erwéhnten Lésungen 48 Stunden nachfixiert.
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2.2.2  Herstellung von Gefrierschnitten

Die histologischen Untersuchungen wurden an Gefrierschnitten durchgefuhrt.
Fur ihre Herstellung wurden die fixierten Rattenhirne finfmal in 0.1 M
Phosphatpuffer gewaschen. Danach wurden sie in eine Sukroseldsung gelegt,
wo sie zuerst in einer 10%igen und dann in einer 30%igen Losung bis zu ihrem
jeweiligen Absinken in diesen Medien verblieben. Damit sollte die spéatere
Bildung von Eiskristallen verhindert werden. SchlieBlich wurden auf einem
Kryostat der Firma Leitz (Modell 1310 K) Frontal- und Sagittalschnitte in einer
Dicke von 50 um hergestellt. In einer Kryoprotektionslésung (300 g Sukrose mit
300 ml Athylenglykol, 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4 ad 1000 ml) nach Watson et
al. wurden diese Schnitte bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -18 Grad

Celsius belassen (WATSON et al., 1986).

2.2.3 Immunhistochemisches Verfahren der

Peroxidase-Anti-Peroxidase-Methode

Die Ergebnisse in dieser Arbeit wurden mit der modifizierten Peroxidase-Anti-
Peroxidase(PAP)-Methode an Gefrierschnitten nach Sternberger erzielt
(STERNBERGER, 1979). Immunhistochemische Verfahren sind in der
Neurobiologie und vielen anderen Disziplinen heute weitverbreitete und
routinem&Rig angewandte Techniken (STERNBERGER, 1979). Aus diesem

Grund wird an dieser Stelle nur das Grundprinzip der PAP-Methode
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schematisch beschrieben. Dieses beruht darauf, dass das nachzuweisende
Antigen mit Hilfe einer Aldehyd-Fixierung in dem Gewebsschnitt fixiert, und
dieser Schnitt mit einem spezifischen Antikdrper inkubiert wird, der sich an das
Antigen bindet. Dieser sogenannte erste Antikdrper wird mit drei nachfolgenden
Schritten sichtbar gemacht. Im folgenden nachsten Schritt bindet ein zweiter
Antikdrper, ein Spezies-spezifisches Anti-Immunglobulin, an den ersten
Antikorper. Im dritten Schritt wird durch eine weitere Inkubation ein Peroxidase-
Anti-Peroxidase-Komplex an den zweiten Antikdrper gebunden. Und schlief3lich
katalysiert die Peroxidase die Polymerisierung von Diaminobenzidin, was als
letztes Reagenz dazugegeben wird. Das durch Polymerisierung gebildete
unlésliche Polyaminobenzidin stellt das braunliche Endprodukt dar und zeigt

somit als Indikator indirekt das darzustellende Antigen.

2.2.3.1 Immunhistochemisches Vorgehen fir die

lichtmikroskopische Auswertung

Fur die lichtmikroskopische Auswertung wurden die hergestellen Gefrierschnitte
(sh. 2.2.2) frei flottierend nach der in 2.2.3 beschriebenen Methode
immunhistochemisch gefarbt. Dazu waren der in 2.1.2 genannte Antikérper und
die in 2.1.3 beschriebenen Reagenzien noétig, jeweils in der in Tabelle 1
angegebenen Verdinnung bzw. Konzentration. Die Auswahl der zu
inkubierenden und entwickelnden Schnitte erfolgte so, dal3 entsprechend der

Fragestellung bei den Frontalschnitten die Regionen vom Bulbus olfactorius bis
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zur Medulla oblongata und den Sagittalschnitten die Regionen von medial nach
lateral reprasentativ vertreten waren.

1. Schritt: Jeweils zwei bis vier Schnitte wurden zusammen aus der
Kryoprotektionslosung in ein kleines Becherglas gegeben, dreimal 10 Minuten
grandlich mit TRIS-Phosphat-Puffer gespilt (14.8 g Na;HPO,, 4.8 g KH,POy,
70 g NaCl, 50 g TRIS und 2 g Thiomersal ad 5000 ml Aqua dest., pH 7.8) zur
Entfernung der Kryoprotektionsldsung und danach 15 bis 20 Minuten zur
Blockierung gewebseigener endogener Peroxidasen in einer Losung aus TRIS-
Phosphat-Puffer, Methanol und 30%igem Wasserstoffperoxid (Perhydrol, Merck
AG, Darmstadt) in einem Mischungsverhaltnis 8:1:1 (vol:vol) inkubiert. Danach
wurden die Schnitte wieder dreimal 10 Minuten griindlich mit TRIS-Phosphat-
Puffer gespullt und anschlie@end Uber Nacht bei vier Grad Celsius in einer
Losung aus TPS (LM) (200 ml TRIS-Phosphat-Puffer, 2 ml 1.0 % Normal Goat
Serum und 600 pl 0.3 % Triton-X-100) und dem unter 2.1.2 beschriebenen
Antikdrper als sogenanntem ersten Antikorper inkubiert (Verdinnung siehe
Tabelle 1).

2. Schritt: Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte nach wiederum
dreimalig 10minttigem Spulen mit TRIS-Phosphat-Puffer bei Zimmertemperatur
eine Stunde mit dem unter 2.1.3 naher bezeichneten zweiten Antikdrper
inkubiert, der auch dabei mit TPS (LM), wie in Tabelle 1 aufgeftihrt, verdinnt
wurde.

3. Schritt: AnschlieRend wurden die Gefrierschnitte eine Stunde mit dem
Peroxidase-Anit-Peroxidase-Komplex bei Raumtemperatur angesetzt, nachdem

sie nach dem gleichen Verfahren, wie unter den vorausgegangenen
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Arbeitsschritten erwahnt, sorgfaltig mit TRIS-Phosphat-Puffer von dem Uber-
schissigen zweiten Antikorper gereinigt waren.

4. Schritt: Zur Indikatorreaktion wurden 10 mg lésliches Diaminobenzidin
in 15 ml TRIS-Phosphat-Puffer und 12 pl Wassersoffperoxid (30%) geldst.
Anfang und Ende (nach 5 bis 10 Minuten) dieser Reaktion war wiederum das
dreimal 10minttige Spulen in TRIS-Phosphat-Puffer.

Die Gefrierschnitte wurden anschlieRend auf mit 1%iger Gelatine tUberzogene
Objekttrager aufgezogen und Uber Nacht getrocknet. Am nachsten Tag wurden
die Kerne dieser Schnitte noch mit Hamalaun dargestellt und das Zytoplasma
diskret mit Toluidinblau oder 0.1%igem Naphtolgriin (= Alizarinviridin)
gegengefarbt. AbschlieBend wurden die Schnitte durch eine aufsteigende
Alkoholreihe entwassert, durch Xylol gereinigt und mit einem Deckglas mit
Permount (Fisher) eingedeckt.

Alle gefertigten histologischen Schnitte wurden am Lichtmikroskop sorgfaltig
nach positiv gefarbten Regionen bzw. Kerngebieten untersucht und schlief3lich
reprasentative sagittale Schnitte mit Hilfe eines Zeichentubus skizziert und darin

die Ergebnisse schematisch festgehalten.
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2.2.3.2 Immunhistochemisches Vorgehen fir die

elektronenmikroskopische Auswertung

Fur die Fragestellung nach der intrazellularen Lokalistation des trkC-Rezeptors
als hochaffiner Rezptor fir Neurotrophin-3 wurden elektronenmikroskopische
Untersuchungen durchgefuhrt. Auch daftr waren die in Tabelle 1 aufgefiihrten
Antikorper in der dort angegebenen Verdinnung nétig. In diesem Fall wurden
frontale Gefrierschnitte (sh. 2.2.2) aus dem Bereich des basalen Vorderhirns,
des Mandelkernkomplexes und des magnozellularen Hypothalamus als aus der
Lichtmikroskopie bekannte positive Kerngebiete verwendet. Die Darstellung des
Rezeptors wurde ebenfalls nach der in 2.2.3 beschriebenen Methode
immunhistochemisch durchgefiihrt, so dass hier nur noch die Variationen zum
oben ausfuhrlich beschriebenen lichtmikroskopischen Verfahren geschildert
werden sollen.

1. Schritt: FUr die elektronenmikroskopische Aufarbeitung der Schnitte
wurden vor der Blockade der gewebseigenen Peroxidasen auch die Aldehyd-
Gruppen des Glutaraldehyds durch die 10mindtige Inkubation mit einer
Natriumborhydridlésung (0.5 g NaBH4 98%ig in 50 ml TRIS-Puffer) blockiert.
Unmittelbar vor der Inkubation der Schnitte mit dem ersten Antikorper erfolgte
zusatzlich noch die 30 bis 60minitige Reaktion mit einer Lésung aus 182.5 ug
L-Lysine in 0.5 ml 1.0 % Normal Goat Serum und 9.5 ml Tris-Puffer (30.5 g Tris
und 42.5 g NaCl ad 5000 ml Aqua dest., pH 7.6). Nach diesen Arbeitsgdngen
wurden die Schnitte jeweils dreimal 10minitig in TRIS-Puffer analog zum

lichtmikroskopischen Verfahren gespilt. Die Verdinnung des ersten
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Antikdrpers nach den in Tabelle 1 genannten Werten erfolgte dann mit TPS
(EM), das im Gegensatz zum TPS (LM) ohne 0.3%iges Triton-X-100 angesetzt
wurde.

2. bis 4. Schritt: Zur Verdinnung des zweiten Antikorpers und des

Peroxidase-Anti-Peroxidase-Komplexes wurde wie beim ersten Antikdrper TPS
(EM) verwendet. Als Spullésung bei diesen Arbeitsschritten diente anstelle des
TRIS-Posphat-Puffers auch hier der TRIS-Puffer. Ansonsten war die
Durchfihrung von Schritt 2 bis 4 identisch mit der Farbemethode fur die
Lichtmikroskopie.

Aus den entwickelten Schnitten wurden anschlieRend die lichtmikroskopisch
identifizierten positiv gefarbten Regionen ausgestanzt, diese funfmal 10
Minuten in 0.1 M Phosphatpuffer (13.79 g NaH,PO,4 und 17,79 g Na,HPO, ad
1000 ml Aqua dest., pH 7.4) gespult und schlief3lich bis zum nachsten Morgen
in 0.01 M Phosphatpuffer liegen gelassen. Am nachsten Tag erfolgte die
Osmiumfixierung mit 60mindtiger Inkubation in 1%igem Osmiumtetroxid,
anschlieBend die Entwasserung in einer aufsteigenden Reihe unvergallten
Alkohols und Uber Nacht bzw. am letzten Tag dieses Ansatzes die Einbettung in
Epon. Das gehartete Gewebe wurde in Semidlnnschnitte  zur
lichtmikroskopischen Orientierung und in Ultradinnschnitte mit 0.5 pum zur
elektronenmikroskopischen Auswertung geschnitten. Als Elektronenmikroskop

diente ein Philips CM-10 Geraét.
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2.2.4  Uberprifung der Spezifitat des Antikorpers

Die Spezifitdt der positiv gefarbten Regionen als tatsdchlich dem Neurotrophin-
3-Rezeptor entsprechende Lokalisationen wurde getestet, indem der Antikorper
c-trk (Ab-1) vor Anwendung als sogenannter erster Antikdrper am Schnitt mit
dem unter 2.1.2 néher beschriebenen Peptid c-trk (peptide-1) inkubiert wurde.
Dabei wurde fur das Peptid eine Verdinnung gewahlt, die im Vergleich zum
Antikérper einen UberschuR darstellte (siehe Tabelle 1). Bei dieser
Versuchsreihe zeigte sich, dal3 die Reaktion bei Pra-Inkubation mit dem Peptid,

gegen welches der Antikdrper gerichtet ist, verhindert wurde (sh. Abb. 9).

2.2.5 MalRnahmen zur Qualitatssicherung

Sowohl fur den licht- als auch den elektronenmikroskopischen Ansatz wurden
stets Gefrierschnitte von verschiedenen Tieren flr eine Inkubation ausgewahlt,
um methodische Unregelmalligkeiten zu verhindern und vergleichbare

Ergebnisse zu erzielen.

AulRerdem wurden fur die Verifizierbarkeit der immunhistochemisch gefarbten
Regionen bei jedem Ansatz Schnitte ohne Verwendung des sogenannten
ersten Antikorpers mitinkubiert und entwickelt. Dabei zeigte sich, dass bei
entsprechend ausgewahlter Verdinnung des Antikérpers c-trk (Ab-1), nur

Schnitte unter Verwendung des ersten Antikdrpers positive Ergebnisse zeigten.
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Reprasentative Schnitte wurden in Ubersichts- und Detailaufnahmen
photographiert und dokumentiert. Die in den Photoillustrationen im Abschnitt 3
Ergebnisse gezeigten Befunde sind jeweils reprasentativ fur alle untersuchten

Tiere.
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3 Ergebnisse

3.1 Lichtmikroskopische Verteilung des trkC-Rezeptors

Wie aus Abbildung 2 und Abschnitt 2.1.2 hervorgeht wurde das trkC-
Rezeptorprotein an den intrazellularen Proteinsequenzen 777 bis 790 mit einem
IgG der Firma Oncogene Science markiert. Die Immunfarbung nach der PAP-
Methode wurde anschlieRend qualitativ an ausgewahlten Sagittalschnitten
eines erwachsenen Rattenhirnes analysiert. In der Ubersicht war die
Immunreaktion in verschiedenen Regionen innerhalb des gesamten Gehirns
verteilt. In der lichtmikroskopischen Vergrol3erung war die Farbung nur
intrazellular. Es farbte sich ausschlie3lich graue Substanz an, in der weil3en
Substanz lies sich an keinem Anschnitt ein Vorkommen nachweisen. Innerhalb
der grauen Substanz waren ausschlie3lich in Neuronen Immunkomplexe
nachweisbar. Die Farbeintensitat war in den verschiedenen positiv angefarbten
Zellkomplexen unterschiedlich. Durch die Kernfarbung mit Hamalaun und
Gegenfarbung mit Toluidinblau bzw. Naphtolgriin konnten auch schwach jedoch
spezifisch gefarbte Nervenzellen identifiziert werden (sh. 2.2). Die
topographische Verteilung von trkC wird in den Skizzen 1 bis 4 in Anlehnung an
den Atlas von PAXINOS und WATSON von 1986 dargestellt. Die gepunkteten
Areale entsprechen dabei den immunhistochemisch angefarbten Kerngebieten.

Im Anhang finden sich die verwendeten Skizzenvorlagen aus dem erwéhnten
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Atlas neben einer Auflistung der in den Skizzen und im Text verwendeten
Abklrzungen der anatomischen Strukturen. Die Verteilung des trkC-Rezeptors
im Vergleich zum bekannten Vorkommen von trkA und trkB ist in Tabelle 2 im

Abschnitt 4.1 aufgefihrt.
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Skizze 1. Schematische Darstellung

aller mittels Immunhistochemie mit

lichtmikroskopischer Auswertung
erkennbarer positiver Neuronen-
komplexe fir trkC (gepunktete Areale)
in Anlehnung an Skizzenvorlage 77
(Pros- und Mesencephalon) und 78
(occipitale Hirnanteile) von PAXINOS
und WATSON. Die in den Skizzen
verwendeten Abkirzungen sind im Text
genannt und neben den genannten

Skizzenvorlagen im Anhang dargestellt.
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Skizze 2: Analog zu Skizze 1,
jedoch in Anlehnung an
Skizzenvorlage 78 von PAXINOS
und WATSON
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\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\“'

Skizze 3: Analog zu Skizze 1,
jedoch in  Anlehnung an
Skizzenvorlage 79 (Pros- und
Mesencephalon) und 80
(occipitale Hirnanteile)  von
PAXINOS und WATSON
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3 ERGEBNISSE

Skizze 4: Analog zu Skizze 1,
jedoch in Anlehnung an
Skizzenvorlage 81  (occipitale
Hirnanteile) und 82 (Pros- und
Mesencephalon) von PAXINOS
und WATSON
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3.1.1 Vorkommen im Prosencephalon

3.1.1.1 Telencephalon

Im Telencephalon findet sich eine deutliche Immunreaktion sowohl in
phylogenetisch alten Arealen des Hirnmantels, als auch in Kernkomplexen des
basalen Vorderhirnes. Es zeigen sich trkC-positive Regionen in der
Hippokampusformation, hier im Speziellen in den Abschnitten CA1 bis CA3
(CA1 - CA3) des Hippocampus. Man kann lichtmikroskopisch erkennen, dass
es sich bei der fur trkC-positiven Zellpopulation um die Pyramidenzellen
handelt, und damit um den Ursprung der efferenten Fasern aus dem
Hippocampus. In den Kernkomplexen des basalen Vorderhirnes zeigen sich
positive Immunreaktionen im vertikalen diagonalen Band (VDB), im Bereich des
horizontalen diagonalen Bandes (HDB) und in sehr vereinzelten septalen
Kernen (Se). Auch im Nucleus basalis Meynert (B) lasst sich eine
Immunreaktion fur trkC nachweisen. Neben diesen anatomisch eindeutig
zuordenbaren Regionen sind im Endhirn noch einzelne verstreute grof3zellige
Neurone mit positiver Immunreaktion fur trkC unterhalb des Balkens erkennbar.
Erwdhnenswert ist in dieser Hirnregion, dass im Bereich der Hirnrinde nur
Zellen des limbischen Systems trkC enthalten, die Endhirnrinde im engeren
Sinn also keine Immunreaktion fur trkC zeigt. Damit ist trkC nur an funktionellen
Strukturen nachweisbar, die nicht der willklrlichen Steuerung unterliegen,
sondern, wie das limbische System, der Regulierung unbewusster vitaler

Reaktionen und Verhaltensweisen oder der Integration angeborener und
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erlernter Verhaltensmuster dienen. Daneben sei ausdriicklich erwéahnt, dass
auch im Bulbus olfactorius keinerlei immunpositiver Niederschlag fur trkC
nachweisbar ist, obwohl das Riechhirn bekanntermallen eng mit dem
limbischen System assoziiert ist und sich in vielen Kerngebieten dieses
funktionellen Systems trkC nachweisen lalt. Abbildung 4 enthalt

lichtmikroskopische Fotographien aus den positiven Kernkomplexen des

basalen Vorderhirnes.

Abbildung 4: Lichtmikroskopische Darstellung positiver Zellpopulationen aus dem
Telencephalon. Bild a VDB, VergréRerung 100fach, Bild b VDB, VergréRerung 200fach. Der
Pfeil markiert einen immunhistochemischen Niederschlag.
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3.1.1.2 Diencephalon

Im Diencephalon ist ein Kerngebiet des Thalamus positiv fir trkC, namlich der
Nucleus anterodorsalis thalami (AD). Dieser gehért anatomisch zum
sogenannten vorderen Territorium des Thalamus und erhélt afferente Fasern
Uber den Fasciculus mamillothalamicus (Vicq d'Azyrsches Bindel) aus dem
Corpus mamillare. Daneben stellt er als Teil des limbischen Systems eine
wichtige Schaltstelle zur Hippokampusformation dar.

Dagegen sind im Hypothalamus einige Kerngebiete positiv fur trkC. So kann
trkC in den hinteren mamillaren Hypothalamuskernen, der Regio hypothalamica
posterior (Hp), nachgewiesen werden. Diese besteht aus den Nuclei corporis
mamillaris und dem Nucleus hypothalamicus posterior. Diese Kerne stehen mit
ihren Faserblindeln, dem Fasciculus mamillotegmentalis (mtg), mit der Formatio
reticularis des Tegmentum und mit den vegetativen Kernen von Mittelhirn,
Rautenhirn und Riuckenmark in Verbindung. Von dieser Region werden
lebenswichtige viszeromotorische Funktionen im Zusammenhang mit
Nahrungsaufnahme, Ausscheidung und Fortpflanzung gesteuert.

Im Gegensatz zu den hinteren hypothalamischen Kernen gehen von den
mittleren und vorderen Hypothalamuskernen hormonelle Efferenzen aus. TrkC
kann in den mittleren Hyopthalamuskernen, der Regio hypothalamica
intermedia, im Nucleus hypothalamica dorsomedialis (DM), dem Nucleus
hypothalamica ventromedialis (VMH) und Nucleus arcuatus (Arc) gezeigt
werden. Diese Kerngebiete werden zu den Nuclei tuberales zusammengefasst,

die Transmittersubstanzen bilden und die Freisetzung von Steuerhormonen aus
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der Adenohypophyse kontrollieren. In der vorliegenden Arbeit wurde auch der
Versuch unternommen, die Adenohypophyse selbst auf das Vorkommen von
trkC zu untersuchen. Dies misslang jedoch aus methodischen Griinden.

Im Bereich der vorderen Hypothalamuskerne, der Regio hypothalamca anterior
unterscheidet man magnozellulare (supraoptische) Kerne und kleinzellige
(préoptische) Kerne. TrkC kann dort nur in den grof3zelligen Kernen, namlich
dem Nucleus paraventricularis (Pa) und dem Nucleus supraopticus (SO und
SOR) nachgewiesen werden. Vom Nucleus paraventricularis aus streuen
einzelne positive Zellen bis in den dorsalen Hypothalamus. In der kleinzelligen
praoptische Kerngruppe zeigt sich auffalligerweise kein Farbeverhalten fir trkC.
Die grol3zelligen supraoptischen Kerne sezernieren die Effektorhormone
Vasopressin  und Oxytocin, die Uuber die Neurophypophyse, also den
Hypophysenhinterlappen, zum Blutkreislauf gelangen und dort ihre bekannten
physiologischen Wirkungen ausfihren. Abbildung 5 belegt lichtmikroskopisch

das Vorkommen von trkC im Diencephalon.
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Abbildung 5: Lichtmikroskopische Darstellung positiver Zellpopulationen aus dem
Diencephalon. Bild a SO und SOR, VergroRerung 200fach, Bild b Pa, VergréRerung 200fach,
Bild ¢ Pa, Vergrof3erung 400fach, Bild d Arc, VergrolRerung 200fach. Die Pfeile markieren

jeweils immunhistochemische Niederschlage.
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3.1.2 Vorkommen im Mesencephalon

Nach occipital dem Prosencephalon angrenzend, folgt das Mesencephalon.
Auch hier ist trkC immunhistochemisch nachweisbar. So lassen sich im Tectum
im Nucleus colliculi inferioris (IC) einzelne Zellen diskret positiv fur trkC
nachweisen. Dieser Kern hat als Teil der Horbahn mit dem Corpus geniculatum
mediale Verbindung.

Das Tegmentum mesencephalicum stellt phylogenetisch die Verlangerung der
grauen Substanz des Rhombencephalons bzw. der Medulla oblongata nach
rostral dar. Hier finden sich die Kerngebiete der Hirnnerven Il und IV und die
Formatio reticularis mit ihrer grauen Substanz, dem Nucleus ruber und dem
Nucleus interpeduncularis. Daneben finden sich im Tegmentum noch
Kerngebiete, die nicht unmittelbar zur Formatio reticularis gehdren, sondern
zum vegetativen Nervensystem im weitesten Sinne, wie beispielsweise der
Nucleus tegmentalis dorsalis (GUDDEN). In dieser anatomischen Region ist
trkC immunhistochemisch nachweisbar im Nucleus nervi occulomotorius (3)
und dort insbesondere im Kkleinzelligen akzessorischen vegetativen Kern
(Edinger-Westphal), diskret aber auch in den grof3zelligen Anteilen des
motorischen Hauptkernes. Auch in der Formatio reticularis, im Nucleus ruber
(R) lasst sich trkC nachweisen. Dieser bildet eine zentrale Schaltstelle zwischen
dem Kleinhirn und den Basalganglien bzw. dem Zwischenhirn, womit er eine
Schlusselstellung im extra-pyramidalen System einnimmt. Eng benachbart zum
Nucleus ruber, funktionell jedoch dem vegetativen System im weitesten Sinn

zuzurechnen, ist der Nucleus tegmentalis dorsalis (GUDDEN) (DTg). Auch hier
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zeigt sich im immunhistochemischen Nachweis trkC. Ein weiteres Teilglied des
extra-pyramidalen Systems, namlich die Substantia nigra, findet sich im
Mesencephalon. Hier ist trkC sowohl in der Pars compacta (SNC) wie in der
Pars reticulata (SNR) immunhistochemisch nachweisbar. Die Substantia nigra
hat Verbindungen zum GrofRhirn und dem Striatum. Schlie3lich gelingt noch der
Nachweis von trkC in der Area ventralis tegmenti (TSAI) (VTA), die wie die
Substantia nigra Uber dopaminerge Neuronen verfligt und funktionell dem
meso-kortiko-limbischen System zuzurechnen ist. Abbildung 6 zeigt Beispiele

aus den genannten trkC-positiven Regionen im Mesencephalon.
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Abbildung 6: Lichtmikroskopische Darstellung positiver Zellpopulationen aus dem
Mesencephalon. Bild a VTA, VergroRerung 200fach, Bild b Substantia nigra, Vergrof3erung
200fach. Die Pfeile markieren je immunhistochemische Niederschlage.

3.1.3 Vorkommen im Rhombencephalon

Das Rhombencephalon besteht aus der Pons und wird gefolgt von der Medulla
oblongata, die kaudalwarts das Mesencephalon fortsetzt und willkirlich das
Ruckenmark  unmittelbar oberhalb  der Austrittsstelle des ersten
Spinalnervenpaares abgrenzt. Daneben wird auch das Cerebellum zum

Rhombencephalon gerechnet.
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3.1.3.1 Pons und Medulla oblongata

Die Pons wiederum wird anatomisch funktionell in einen ventralen und einen
dorsalen Teil gegliedert. Der ventrale Teil enthalt den Nucleus pontis (Pn), der
dorsale Teil wird funktionell dem Tegmentum des Rhombencephalon
zugeordnet. Der Nucleus pontis besteht aus vielen einzelnen verstreuten
Kerngebieten, die das zweite Neuron der Grol3hirn-Brickenbahn (Tractus
corticopontocerebellaris) darstellen. Das erste Neuron dieser Bahn entspringt in
der Rinde des Frontalhirnes, des Okzipitalhirnes, sowie des Parietal- und des
Temporalhirnes. Mit dieser Bahn werden die Tatigkeit von Hirnrinde und
Cerebellum koordiniert. In den pontinen Kernen (Pn) lasst sich trkC deutlich
nachweisen. Wie oben beschrieben enthélt sowohl verlangertes Mark als auch
der dorsale Teil der Bricke das Tegmentum des Rautenhirnes mit den
Ursprungs- und Endkernen der Hirnnerven V bis XIl. TrkC kann im Nucleus
motorius nervi trigemini (Mo5), als motorischer Ursprungskern des flnften
Hirnnerven, im Nucleus facialis (7), als motorischer Ursprungskern des siebten
Hirnnerven, im Nucleus tractus solitarii (Sol), als sensorischer Endkern des
Nervus intermedius des siebten und neunten Hirnnerven, im Vestibularkomplex
(Ve), als sensorischer Endkern des achten Hirnnerven, im Nucleus dorsalis
nervi vagi (10) als parasympatischer Kern des zehnten Hirnnerven und im
Nucleus ambiguus (Amb) als motorischer Ursprungskern des neunten, zehnten
und elften Hirnnerven gezeigt werden. Wie im Mesencephalon gehdren zum
Tegmentum des Rhombencephalons auch zahlreich verstreute Perikaryen, die

nur an wenigen Stellen zu umschriebenen Kernen zusammengeschlossen sind
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und von weil3er Substanz durchzogen werden, namlich die Formatio reticularis.
TrkC kann lichtmikroskopisch deutlich im gro3ten Kern der Formatio reticularis,
dem Nucleus olivaris inferior (I0) mit seinem Nebenkern, dem Nucleus olivaris
accessorius (LSO) gezeigt werden. Diese erhalten Afferenzen aus dem
Rickenmark und senden Efferenzen zum Kleinhirn, und sind an
Prazisionsbewegungen der Hand (I0) und an groben Massenbewegungen des
Rumpfes (LSO) beteiligt. Auch kleinere Kerne der Formatio reticularis der Pons
und der Medulla oblongata, wie der Nucleus reticulotegmentalis pontis (RtTg),
der Nucleus tegmentalis pedunculopontinus (PPTg), der Nucleus reticularis
(Rt), der Nucleus raphes dorsalis (DR) und der Nucleus raphes paramedianus
(PMR) sind positiv fur trkC. Diese Kerne sind Interneurone zwischen Afferenzen
und Efferenzen verschiedenartiger phylogenetisch alter und lebenswichtiger
Systeme wie Atem- und Kreislaufzentrum oder Atem- und Kreislaufreflex. Die
Raphekerne benutzen dazu als Neurotransmitter hauptséachlich Serotonin.
Daneben finden sich im Rautenhirn noch die Kerngebiete der allgemeinen
Somatosensibilitat in  Form der Hinterstrangkerne und dem sensiblen
Trigeminuskern-Gebiet. Im sensiblen Trigeminuskern-Gebiet lasst sich
immunhistochemisch kein trkC nachweisen. Im Nucleus cuneatus externus
(Ecu) jedoch findet sich trkC. In diesem Kern endet das erste Neuron der
Leitungsbahnen des Druck- und Tastsinnes sowie der Tiefensensibilitat. Von
hier aus wird die Erregung Uber die mediale Schleife des zweiten Neurons zum
Thalamus geleitet, und schlieBlich zum dritten Neuron der hinteren
Zentralwindung  der  GroRhirnrinde.  Schlie3lich  finden  sich  im

Rhombencephalon noch Kerngebiete, die vorwiegend noradrenerge Neurone
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besitzen und funktionell dem limbischen System zugeordnet werden kdnnen.
So lassen sich auch im Locus coeruleus (LC) und dem Nucleus subcoeruleus
(SubC) trkC-Rezeptoren zeigen. Erwahnenswert ist, dass sich in Zellen der
Area postrema, einem sogenannten zirkumventrikularen Organ, kein
Immunkomplex nachweisen lasst. Abbildung 7 zeigt exemplarisch einige
Kerngebiete mit positiver Immunreaktion fur trkC aus Pons und Medulla

oblongata.

Abbildung 7: Lichtmikroskopische Darstellung positiver Zellpopulationen aus Pons und Medulla
oblongata. Bild a DR, Vergrof3erung 200fach, Bild b Sol, VergroRerung 200fach. Die Pfeile

markieren je immunhistochemische Niederschlage.
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3.1.3.3 Cerebellum

Schlie8lich wird noch das Cerebellum dem Rhombencephalon zugeordnet.
Auch hier konnten Immunkomplexe des trkC-Rezeptors sichtbar gemacht
werden. Im Kleinhirn findet sich graue Substanz sowohl in der Rinde als auch in
Form von subcortical gelegenen Kleinhirnkernen. In der Kleinhirnrinde waren
die Purkinjezellen des Pontocerebellums stark positiv anfarbbar fur trkC, an
Kleinhirnkernen der Nucleus cerebellaris medialis (Med) und der Nucleus
cerebellaris interpositus (Int). Die Axone der Purkinjezellen bilden im Kleinhirn
das einzig inhibitorisch wirkende Ausgangssystem. Dies ist fast ausschlief3lich
auf die Kleinhirnkerne gerichtet. Die Kleinhirnkerne erhalten daneben
exzitatorische Erregungen Uber die Moos- und Kletterfasern. Der inhibitorisch
vermittelte Ausgang der Purkinjezellen erhalt Einfluss aus den exzitatorischen
Erregungen der Moos- und Kletterfasern und aus den inhibitorischen Einflissen
Uber die Interneurone der Rinde, die Korb-, Stern- und Golgi-Zellen. Dabei sind
die Moosfasern Axone der vestibulo-, spino-, und pontozerebellaren Bahnen,
die Kletterfasern Axone des kontralateralen unteren Olivenkernes.
Erwadhnenswert ist, dass sich nicht in allen Purkinjezellen gleichermal3en
positive Immunkomplexe anfarben lassen, sondern nur in der Rinde des
sogenannten Pontocerebellums (Neocerebellums) trkC in den Purkinjezellen
nachweisbar ist. Dies ist die Kleinhirnregion, die embryologisch erst spat im
Zusammenhang mit der Motorik des Endhirns entsteht (ROHEN, 1994). Hier
minden vor allem die zuletzt erwdhnten Afferenzen aus dem unteren

Olivenkern. Daneben enden die Efferenzen der Purkinjezellen dieser Region in
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der intermediaren Kerngruppe der Kleinhirnkerne, also dem Nucleus
interpositus (Int). Abbildung 8 zeigt photographisch Regionen aus dem

Kleinhirn, in denen trkC immunhistochemisch nachweisbar ist.

Abbildung 8: Lichtmikroskopische Darstellung positiver Zellpopulationen aus dem Kleinhirn. Bild
a Purkinjezellen, VergréRerung 200fach, Bild b Med, VergroBerung 400fach. Die Pfeile

markieren je immunhistochemische Niederschlage.
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3.2 Elektronenmikroskopische Lokalisation des trkC Rezeptors

Die lichtmikroskopisch gewonnenen Ergebnisse Uber die Lokalisation des trkC-
Rezeptors wurden elektronenmikroskopisch noch genauer analysiert. Dazu
wurden frontale Gefrierschnitte (sh. 2.2.2) aus dem Bereich des basalen
Vorderhirns, des Mandelkernkomplexes und des magnozellularen
Hypothalamus verwendet, als aus der Lichtmikroskopie bekannte trkC
enthaltende Kerngebiete. Es bestatigt sich dabei identisch  zur
lichtmikroskopischen Auswertung, dass der Farbeniederschlag als Aquivalent
des trkC-Rezeptors ausschlieBlich intrazellular zu finden ist. Die sichtbar
gemachten Proteinkomplexe sind bei genauer Analyse ausschlie3lich im
Zytoplasma und hier fast immer in Zellkernndhe, niemals jedoch im Zellkern
selbst oder in anderen Zellorganellen wie Mitochondrien zu finden. Sie zeigen
sich meist clusterartig in Form von sekretorischen Granula zusammengelagert,
jedoch auch frei im Zytoplasma vorkommendes Reaktionsprodukt ist sichtbar.
Dies war in allen oben erwahnten elektronenmiksoskopisch ausgewerteten
Kernregionen gleich. Abbildung 9 zeigt in Bild a bis ¢ eine positive
Immunreaktion im basalen Vorderhirn, und zwar trkC enthaltende Neurone des
Nucleus basalis Meynert (B). In Bild d ist die gleiche Zellpopulation zu sehen,
wo zum Spezifitdtsnachweis des verwendeten Antikorpers dieser vor dem
Ansatz mit dem jeweiligen Hirnschnitt noch mit dem Peptid c-trk (peptide-1)
inkubiert wurde (sh. 2.2.4). Hier kann keine Immunreaktion sichtbar gemacht

werden.
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Abbildung 9: Bild a bis ¢ elektronenmikroskopische Schnitte aus B. Positive Immunkomplexe

(Pfeile) sind intrazelluléar und in clusterartigen sekretorischen Granula in Zellkernndhe zu sehen.
Bild d fehlende Immunreaktion in B im Spezifititsnachweis des verwendeten Antikorpers.
Mitochondrium (M), Nucleus (N). Vergréerung 15.500fach und 28.500fach.
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4 Diskussion

4.1 Zellulare Verteilung von trkA und trkB im ZNS von Saugern im

Vergleich zu trkC als moqglicher Hinweis auf eine Co-Expression

Eingangs wurde erwéhnt, dass die Co-Expression von p75NTR mit trkA und
trkB von funktioneller Bedeutung beziiglich der Affinitat der jeweiligen Liganden
an diese Rezeptoren ist bzw. lber Tod oder Uberleben der jeweiligen Zelle
entscheidet. Aus diesen Ergebnissen stellt sich nun weiter die Frage, ob auch
eine evtl. Co-Expression von trkC mit trkA oder trkB eine funktionelle
Bedeutung hat. Aus diesem Grunde soll hier kurz ein Vergleich zwischen dem
von anderen Autoren beschriebenen Vorkommen von trkA und trkB mit den
Ergebnissen dieser Arbeit Gber das Vorkommen von trkC in bezug auf evtl. Co-
Expression mit trkC gezogen werden.

So wurde Rezeptorprotein des trkA-Rezeptors durch STEININGER et al. bereits
1993 in cholinergen Neuronen, sowohl des basalen Vorderhirnes, als auch des
Neostriatums immunhistochemisch nachgewiesen (STEININGER et al., 1993).
KORDOWER et al. fanden zuséatzlich noch Immunreaktivitat im Nucleus
caudatus und putamen (KORDOWER et al.,, 1994). Spater wurde durch
histochemische in situ Hybridisierung und Immunzytochemie systematisch die
Verteilung von trkA aufgezeigt (HOLTZMANN et al., 1995). Dabei zeigte sich

ein Vorkommen von trkA zusatzlich zu den schon bekannten cholinergen
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VERGLEICH zU TRKC ALS MOGLICHER HINWEIS AUF EINE CO-EXPRESSION

Zentren des basalen Vorderhirnes in nicht cholinergen Neuronen, namlich im
Nucleus paraventricularis (Pa) des Hypothalamus, im Nucleus interpeduncularis
(rostraler und intermedialer Abschnitt), in verstreuten Neuronen der
venterolateralen und paramedianen Medulla oblongata, im Nucleus

hyperglossus und der Area postrema.

TrkB ist in neuronalen Dendriten sowohl im Hippocampus als auch im Cortex
lokalisiert (FRYER et al., 1996, Yan et al., 1997), wo eine Subpopulation dieser
Rezeptoren nachgewiesen werden konnte (WU et al., 1996, LIN et al., 1998).
Durch in situ Hybridisierung von mRNA des trkB-Rezeptors zeigten ALTAR et
al. 1994 ein Vorkommen von trkB im Vorderhirn in weit verbreiteten
Neuronenpopulationen, aber auch in nicht neuronalen Zellen im ZNS wie
Astrozyten, Ependymzellen und Arachnoidalzellen. So fand sich trkB mRNA im
olfactorischen System wie Bulbus olfactorius, in fast allen Schichten des
Neocortex (Ausnahme Schicht 1), weit verbreitet in den Basalganglien, der
Hippocampusformation, im Mandelkernkomplex, in fast allen Kernen des
Thalamus und Hypothalamus, der Substantia nigra, in den Neuronen der Nuclei
Colliculi inferioris und superioris, in der Area ventralis tegmenti und dem

zentralen Grau.

In einigen Zellregionen ist somit ein gemeinsames Vorkommen von trkA bzw.
trkB und trkC nachweisbar, wie dies in Tabelle 2 gezeigt wird. Dabei soll explizit

nochmals auf die unterschiedlichen Nachweismethoden fir die jeweiligen
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Rezeptoren hingewiesen werden. Ob eine Co-Expression der verschiedenen
hoch-affinen Rezeptoren eine funktionelle Bedeutung hat, ist bis zum jetzigen

Zeitpunkt nicht untersucht.

Positiv nachgewiesene Zellpopulationen trkA trkB trkC
Telencephalon
Rhinencephalon MRNA
Neocortex MRNA IR
Hippokampusformation MRNA IR
Basale Vorderhirnkerne MRNA/IR| mRNA IR
Mandelkernkomplex MRNA
Basalganglien MRNA/IR| mRNA
Diencephalon
Thalamuskerne MRNA IR
Hypothalamus MRNA/IR| mRNA IR
Mesencephalon
Tectum/Nucleus colliculi inferiores (IC) MRNA IR
Nucleus interpeduncularis MRNA/IR
Verschiedene Hirnnervenkerne MRNA/IR IR
Nucleus ruber IR
Substantia nigra MRNA IR
Area ventralis tegmenti (TSAI) MRNA IR
Rhombencephalon
Pontine Kerne (Pn) IR
Tegmentum pontis IR
Formatio reticularis IR
Kerngebiete der ventrolateralen und| mRNA/IR
paramedianen Medulla oblongata
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VERGLEICH zU TRKC ALS MOGLICHER HINWEIS AUF EINE CO-EXPRESSION

Hinterstrangkern/Nucleus cuneatus IR
Locus coeruleus IR
Area postrema MRNA/IR

Purkinje-Zellen IR
Kleinhirnkerne IR

Tabelle 2: Vergleich Vorkommen trkC (eigene Ergebnisse) mit trkA und trkB (Ergebnisse
anderer Autoren im Text erwahnt) zur Darstellung mdglicher Co-Expressionen der
verschiedenen Neurotrophinrezeptoren. Die Nachweismethoden der jeweiligen Rezeptoren
wurden folgendermal3en abgekiirzt: Immunhistochemie (IR), in situ Hybridisierung von mRNA
des Rezeptors (MRNA).
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4.2 Vergleich des zentralvendsen trkC-Verteilungsmusters

mit den Ergebnissen anderer Autoren

und in Bezug auf das Vorkommen von NT-3

Einige Arbeitsgruppen schlieRen Uber den Funktionsausfall verschiedener
genetisch veranderter Saugetiere auf die Lokalisation von NT-3 sensiblen
Neuronen, andere tber den Nachweis von m-RNA fiur trkC auf Vorhandensein
von trkC selbst. Wenige Arbeitsgruppen haben bisher Uber den direkten
Nachweis von trkC-Protein mittels Immunhistochemie das Vorkommen von trkC
dargestellt, und dann jeweils nur in ausgewahlten Hirnarealen. Den
systematischen Nachweis der Verteilung von trkC im ZNS von Saugern vom
Bulbus olfactorius bis in die Medulla oblongata mittels Immunhistochemie hat

bisher noch keine Arbeitsgruppe erbracht.

Bezuglich des Vorkommens von trkC konnte MERLIO et al. schon 1992 zeigen,
dass in den noradrenergen Neuronen des Locus coeruleus aus der Familie der
trk-Rezeptoren nur trkC exprimiert wird. Das Vorkommen des Rezeptors in
dieser Region deckt sich mit den vorliegenden Ergebnissen dieser Arbeit.
ALTAR et al. bewiesen 1994 durch in situ Hybridisierung von trkC mRNA und
den Nachweis der hoch affinen Bindung zwischen Rezeptor und Ligand Uber
den Nachweis von markiertem NT-3 das Vorkommen von trkC im Neocortex,
Neostriatum, vorderen Kernen des Thalamus, Hypothalamus und anderen

Regionen des Mittelhirnes. So wurde hier im Bulbus olfactorius in
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verschiedenen Schichten, im Neocortex in allen sechs Schichten, in den
verschiedenen Bestandteilen der Basalganglien beziehungsweise der basalen
Vorderhirnkerne wie beispielsweise Septum, diagonales Band, Striatum,
Putamen, Nucleus accumbens, Nucleus subthalamicus etc., in der
Hippocampusformation wie Gyrus dentatus, Ammonshorn, Subiculum,
Induseum griseum, Enterohinalcortex, in der Amygdala, in verschiedenen
Zellen des ventralen Thalamus, in verschiedenen Zellen des Hypothalamus, der
Substantia nigra trkC beziehungsweise Bindung von markiertem NT-3
nachgewiesen. Diese Arbeitsgruppe differenziert zusatzlich noch zwischen dem
Vorkommen extrazellularer Domanen des Rezeptors (Liganden-Bindungs-
Abschnitt) und intrazellularen Doménen (Tyrosinkinase-Region), das allerdings
identisch war. In der vorliegenden Arbeit wird trkC durch immunhistochemische
Nachweismethoden in deutlich weniger Kerngebieten nachgewiesen,
insbesondere sind Neocortex und Striatum frei von trkC, und auch weniger
Kerngebiete des Thalamus sind als trkC enthaltende Regionen nachweisbar.
Moglicherweise ist dies durch die Methodik bedingt. So ist mMRNA durch in situ
Hybridisierung schon in kleinsten Konzentrationen nachweisbar. Andererseits
beweist das Vorkommen von mRNA des trkC-Rezeptors nicht das Vorkommen
des Rezeptor selbst. Die Spezifitdt ist durch den immunhistochemischen
Nachweis also deutlich hoher. Daneben differieren die Ergebnisse der
genannten Arbeitsgruppe auch in sich schon zwischen den beiden
angewandten Methoden, was dadurch begrindet wird, dass der Rezeptor zwar

vorhanden sei, eine Bindung daran jedoch nicht unbedingt stattfindet. Teilweise
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war auch nur eine Bindung des markierten NT-3 ohne trkC mRNA zu finden.
ALTAR et al. fanden daneben 1994 in nicht neuronalen Zellen kein Vorkommen
von trkC mit Ausnahme von zerebralen Arterien und Arteriolen. Auch dieser
Aspekt deckt sich nur teilweise mit meinen Untersuchungen, wo trkC durch
immunhistochemische  Untersuchungen in  neurothelialen Zellen der
Arachnoidea bzw. der Meningen nachzuweisen ist, wobei sich natirlich

kapillare Strukturen durch Schichten mit neurothelialen Zellverbanden ziehen.

ZHOU fuhrte mit seiner Arbeitsgruppe immunhistochemische Farbungen von
NT-3 im adulten Rattenhirn durch. Glial fand sich NT-3 vor allem im Corpus
callosum, in der Substantia nigra, den Fimbrien des Hippocampus, in der
subependymalen Region der Ventrikel und im Kleinhirn. Neuronal war NT-3
nachzuweisen im Vorderhirn in den Pyramidenzellen der flinften Schicht des
Cortex, in Subpopulationen des Septums (Se), des Diagonalen Bandes (DB),
im olfactorischen Cortex und der Amygdala. Im Hyppocampus waren
Pyramidenzellen in den Regionen CAl, CA2 und laterale Regionen von CA3
neben Kornerzellen des dorsalen Gyrus dentatus in unterschiedlichen
Intensitdten immunhistochemisch anfarbbar. Daneben war NT-3 noch in
mesencephalischen Neuronen im Nucleus trigeminus und in Motoneuronen im
Hirnstamm nachweisbar. Auch in Purkinjezellen des Kleinhirnes und in Zellen
der Kleinhirnkerne fand sich NT-3 (ZHOU et al., 1994). Im Vergleich zu meinen
Ergebnissen zeigt sich, dass NT-3 haufig in den gleichen neuronalen
Zellpopulationen wie sein hochaffiner Rezeptor nachweisbar ist. Die

Uberwiegende Identitédt zwischen dem Vorkommen des trkC-Rezeptors aus
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meinen Untersuchungen und dem Vorkommen von NT-3 bestatigt zum einen
nochmals indirekt den retrograden Rezeptor-Liganden-Transportmechanismus
nach der Aktivierung des Neurotrophinrezeptors und eine physiologische
Funktion der Neurotrophine auch in adulten Neuronen. Bezuglich des
Nachweises von NT-3 in Gliazellen zeigt sich ein wesentlicher Unterschied zu
meinen Ergebnissen, wo sich in glialen Zellen kein trkC nachweisen lies. Diese
differenten Ergebnisse bleiben unklar. Eine mdgliche Erklarung ware, dass die
Neurotrophine die Gliazellen nur als Wege zu ihren eigentlichen Zielzellen
benutzen oder aber, dass moglicherweise noch andere Rezeptoren mit
Neurotrophin-3 interagieren kénnen. Dies scheint auch im Hinblick auf bekannte

physiologische Wirkungen der Neurotrophine auf Gliazellen wahrscheinlich.
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4.3 Mobgliche Bedeutung der intrazellularen Lokalisation von trkC

Bereits 2001 konnte YANO et al. zeigen, dass sich trkA intrazellular vor allem
an Zytoskelettanteilen im Bereich von Dynein anhauft, was die Folgerung nahe
legt, dass diese Struktur fur den retrograden Transport des trkA-Liganden-
Komplexes notwendig ist (YANO et al., 2001). Dies wiederum lasst vermuten,
dass dabei Parallelen zum trkC-Liganden-Komplex vorhanden sind. Das
Vorkommen eines retrograden trkC-Liganden-Komplexes wurde bisher noch
nicht nachgewiesen, wobei die elektronenmikroskopischen Beobachtungen der
vorliegenden Arbeit diese These unterstitzen. So ist trkC intrazellular fast
ausschlieBlich in Vesikeln ganz nahe dem Zellkern gefunden worden. Entlang
der Axone gelang dabei jedoch kein Nachweis. Unklar bleibt auch, ob die
intrazellulare Lokalisation nicht stark abhangig ist vom Grad der zellularen
Aktivitat des jeweiligen Neurons bzw. dem gerade notwendigen Anpassungs-
bzw. Plastizitatsprozess. So ist wahrend der Entwicklung im Hirnstamm im
Nucleus colliculi inferioris (IC) elektronenmikroskopisch trkC intrazellular nicht in
clusterartigen Vesikeln zu finden, sondern im prasynaptischen Neuron im
Zytoplasma am Endoplasmatischen Reticulum und postsynaptisch an der

Zellmembran (HAFIDI et al., 1996).
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4.4 Mogliche weitere bisher noch nicht nachgewiesene physiologische

Funktionen von NT-3 am Nervensystem

Wie unter 1.4 bereits beschrieben, beeinflussen Neurotrophine physiologisch
ein breites Spektrum von Synapsen, sowohl wahrend der Entwicklung als auch
Im ausgereiften Nervensystem. Dabei interagieren Neurotrophine mit Neuronen,
um Uber eine trophische Stimulation das Wachstum und die Differenzierung zu
beeinflussen und sind grundsatzlich notwendig fir ein langfristiges Uberleben
der Neurone durch Unterdriickung des programmierten Zelltodes (RAFFIONI et
al., 1993; SNIDER, 1994; LEE et al., 2001b). Es wurde bereits erwahnt, dass
bisher kein direkter Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die Funktionalitat des
impliziten Gedachtnisses erbracht werden konnte. Der positive Nachweis von
trkC in der Hippocampusformation (CA1 - CA3), in basalen Vorderhirnkernen,
wie dem Nucleus basalis Meynert (B), in den Purkinjezellen der Kleinhirnrinde
und im unteren Olivenkern im adulten Hirn der Ratte lasst jedoch die
Vermutung aufkommen, dass das Vorhandensein von NT-3 durchaus Einfluss
nimmt auf das Erlernen impliziter motorischer Fertigkeiten, wie beispielsweise

Aufbringung der nétigen Kraft fir einen bestimmten Bewegungsablauf.

Daneben ist bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht naher untersucht, ob NT-3
nicht eine mogliche autokrine oder parakrine Funktion in der

Hippocampusformation einnimmt. Diese These stutzt sich auf die
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Beobachtungen der vorliegenden Arbeit, dass im Cornu ammonis in den
Feldern CAl bis CA3 trkC nachweisbar ist. Der Nachweis von NT-3-Protein
gelang anderen Autoren in den Feldern CA2 bis CA4. MRNA fur NT-3 findet
sich jedoch nur im Feld CA2 und sehr medial im Feld CA1 (KATOH-SEMBA et
al., 1996). Weiterhin wurde friiher schon der Transport von markiertem NT-3
innerhalb des Hippocampus beschrieben (DISTEFANO et al., 1992). Ein
Proteintransport in die Felder CA3 und CA4 aus anderen Hippocampusregionen
scheint daher durchaus wahrscheinlich. Diese Behauptung einer neuen para-
bzw. autokrinen Drisenfunktion des Hippocampus konnte jedoch bisher noch

nicht weiter bestatigt werden.
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45 Moglicher therapeutischer Einsatz von NT-3 in der Klinik

Die Alzheimer Krankheit ist eine progressiv fortschreitende neurodegenerative
Erkrankung des ZNS. Sie ist gekennzeichnet durch den Verlust des
Gedachtnisses und kognitiver Funktionen. Dabei ist zu Beginn der Erkrankung
vor allem das Merken neuerer Fakten betroffen, spater auch das Altgedéachtnis
und schlieBlich sogar das Erkennen der eigenen Person. Bei der grof3en
Haufigkeit von zwei bis vier Prozent der Menschen tber 60 Jahren und einer
Verdoppelung der relativen Haufigkeit alle finf Jahre nach dem 60. Lebensjahr
(CUMMINGS, 1993), ist diese Erkrankung nach wie vor von grol3er
soziobkonomischer Bedeutung. Pathophysiologisch findet man bei Morbus
Alzheimer generalisiert im ZNS, vorwiegend jedoch im Hippocampus, der
Amygdala und Neocortex, eine Haufung von unléslichen Aggregaten
modifizierter Proteinversionen, bestehend aus normalerweise mit dem
Cytoskelett assoziierten helicalen Filamenten. Ahnlich lokalisiert kommt es
daneben zur Bildung und Ablagerung von senilen Plaques, die eine mit
unléslichen Fibrillen gefiillte Kernregion enthalten. Dies entspricht unvollstandig
abgebauten Amyloid-Proteinen, umgeben von dystrophierten Neuriten. Des
weiteren beobachtet man einen lokalisierten Zelluntergang in verschiedenen
Gebieten des ZNS. Davon betroffen sind beispielsweise sowohl der cholinerge
Nucleus basalis Meynert, als auch die noradrenergen Neuronen des Locus
coeruleus. Erfolglos blieben bis zum jetzigen Zeitpunkt medikamentdse

Therapieversuche, die darauf abzielten, die Funktion der cholinergen Neuronen
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zu verstarken. Im Gegensatz zum Nucleus basalis Meynert, wo neben trkC
auch trkA und trkB nachweisbar ist (MERLIO et al., 1992), findet sich an den
Neuronen des Locus coeruleus aus der Familie der trk-Rezeptoren nur trkC (sh.
Tabelle 2 aus Abschnitt 4.1). Zudem konnten ARENAS und PERSSON 1994
zeigen, dass in vivo NT-3 die Degeneration erwachsener Neuronen im Bereich
des Locus coeruleus schitzt, was moglicherweise weiterhin einen neuen
therapeutischen Ansatz bei neurodegenerativen Erkrankungen und hier

insbesondere bei Morbus Alzheimer offen halt.

Ein neuerer moglicher therapeutischer Aspekt ergibt sich aus dem noch nicht
lange nachgewiesenen Einfluss von NT-3 auf eine cerebrale Metastasierung
von malignen Tumoren. Fur eine Metastasierung werden von Tumorzellen
bestimmte Fahigkeiten vorausgesetzt, die in einer festgesetzten Abfolge
aufeinander treffen missen (FIDLER, 2003). Studien haben gezeigt, dass fur
die Entstehung von cerebralen Metastasen zunachst die Tumorzelle an einem
Mikrogefal? des Gehirns anhaften, danach die Blut-Hirn-Schranke tberwinden
und schlief3lich ein Wachstum in Abhangigkeit von Wachstumsfaktoren mdglich
sein muss (NICOLSON et al. 1996; YANO et al., 2000). Bei malignen Tumoren
ist neben mehreren anderen Faktoren das Vorhandensein von
Wachstumsfaktoren Voraussetzung fir deren Proliferation und Metastasierung.
Zum einen ist die Proliferation, der Invasionsvorgang und das Uberleben der
Tumorzelle von der autokrinen Wirkung der Wachstumsfaktoren abhangig, zum
anderen bewirken Wachstumsfaktoren parakrin die notwendige Angiogenese.

(NICOLSON et al. 1996; YANO et al. 2000). Melanomzellen gehéren zu der
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Tumorzellart mit der hochsten Wahrscheinlichkeit fir eine cerebrale
Metastasierung, was wohl am gemeinsamen ektodermalen Ursprung von
Neuronen und Melanomzellen liegt. MARCHETTI et al. konnten 2003 zeigen,
dass bioptisch gewonnene maligne Melanomzellen aus cerebralen Metastasen
neben p75"™" auch trkC aufweisen, nicht jedoch trkA (MARCHETTI et al.,
2003). AuRerdem konnten in den Zellen ansteigende Mengen von NT-3 und
NGF nachgewiesen werden. Dies konnte zuklnftig bedeuten, dass eine
wirksame Antagonisierung des NT-3 Wirkmechanismus ein madglicher
therapeutischer Ansatz in der Behandlung von Hirnmetastasen bei malignem

Melanom darstellt.

Schon langer bekannt ist, dass die Neurotrophinrezeptoren p75, trkB und trkC
in jungen adulten Ratten im Ganglion vestibulare nachweisbar sind. Die
zugehdrigen Neurotrophine BDNF und NT-3 finden sich in den Sinneszellen
des Vestibularorganes (PIRVOLA et al., 1994). Eine erst kirzlich veroffentlichte
Studie von ZHANG et al. konnte 2005 zeigen, dass Trk-Rezeptoren und deren
zugehdrige Neurotrophine im Vestibularkomplex junger adulter Ratten wahrend
horizontaler =~ Kopfbewegungen  zur  Verarbeitung der eingehenden
graviditdtsabhangigen Informationen beitragen. Eine Dysfunktion dieser
Informationen  fuhrt  klinisch unter anderem zu Schwindel. Diese
Zusammenhange lassen fir die Zukunft die Vermutung aufkommen, dass durch

Neurotrophine ein neuartiger Ansatz zur Schwindeltherapie entstehen kénnte.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die systematische Verteilung des trkC-
Rezeptors fur Nerotrophin-3 im ZNS der adulten Ratte vom Bulbus olfactorius
bis zur Medulla oblongata untersucht. Daflr wurden Gefrierschnitte aus dem
Gehirn mehrerer adulter Ratten angefertigt, davon reprasentative Schnitte
ausgewahlt und diese anschlieRend immunhistochemisch mit einem
polyklonalen Antikdrper der Firma Oncogene Science markiert, der gegen trkC
gerichtet ist. Die immunhistochemisch angefarbten Schnitte wurden daraufhin
sorgfaltig nach positiven Immunkomplexen untersucht. Durch weitere
Farbemethoden, welche die Zellkerne und das Zytoplasma von Zellen jeder Art
abgrenzen lassen, wurde das Vorkommen beobachteter Immunkomplexe
bekannten anatomischen Regionen im Gehirn zugeordnet. Hierzu wurde ein
Schnittatlas von PAXINOS und WATSON von 1986 verwendet. Uber diese
Ergebnisse wurden dann mit Hilfe eines Zeichentubus eigene Skizzen
angefertigt. Daneben wurden die Ergebnisse photografisch dokumentiert. Dabei
konnte gezeigt werden, dass trkC ausschlie3lich in grauer Substanz jedoch in
verschiedenen Kerngebieten im gesamten Gehirn vorkommt. Im einzelnen l&asst
sich trkC im Telencephalon im Hippokampus (CA1 - 3) und in Kernkomplexen
des basalen Vorderhirnes, wie dem Nucleus basalis Meynert (B), dem
vertikalen und horizontalen diagonalen Band (VDB und HDB) und in septalen
Kernen (Se) nachweisen. Im Diencephalon findet man trkC im Nucleus

anterodorsalis thalami (AD) und in verschiedenen Kernen des Hypothalamus,
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wie den Nuclei corporis mamillaris, dem Nucleus hyopthalamicus posterior (Hp),
dem Nucleus hypothalamica dorsomedialis und ventromedialis (DM und VMH),
dem Nucleus arcuatus (Arc), dem Nucleus paraventrikularis (Pa) und dem
Nucleus supraopticus (SO und SOR). Auch im Mesencephalon zeigt sich trkC,
hier insbesondere im Nucleus colliculi inferioris (IC), im Nucleus nervi
occulomotorius (3), im Nucleus ruber (R), im Nucleus tegmentalis dorsalis
(GUDDEN) (DTg), der Substantia nigra (SNC und SNR) und Area ventralis
tegmenti (TSAI) (VTA). Im Rhombencephalon ist trkC nachweisbar in den
Pontinen Kernen (Pn), im Nucleus motorius nervi trigemini (Mo5), im Nucleus
facialis (7), im Nucleus tractus solitarii (Sol), im Vestibularkomplex (Ve), im
Nucleus dorsalis nervi vagi (10), im Nucleus ambiguus (Amb), in den Nuclei
olivaris inferior und accessorius (I0 und LSO), in kleineren Kernen der Formatio
reticularis, im Nucleus cuneatus externus (Ecu), im Locus coeruleus und
subcoeruleus (LC und SubC), in den Purkinjezellen des Pontocerebellums und
in den Kleinhirnkernen Nucleus cerebellaris medialis und interpositus (Med und

Int).

In einem zweiten Teil der Arbeit wurde die intrazellulare Lokalisation von trkC
im Gehirn  von adulten Ratten untersucht. Dazu erfolgte eine
elektronenmikroskopische Auswertung der aus der Lichtmikroskopie als trkC
enthaltende bekannten Zellen. Auch diese Kerngebiete wurden zum genannten
Zweck mit dem polyklonalen Antikérper der Firma Oncogene Science inkubiert,
anschlieBend eingebettet und schliel3lich Dinnschnitte davon angefertigt. Von

diesen Dunnschnitten erfolgte abschlie3end mit dem Elektronenmikroskop die
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sorgfaltige Auswertung und eine photographische Dokumentation. Hierbei
bestétigten sich zum einen die Ergebnisse der Lichtmikroskopie hinsichtlich des
ausschlieBlichen Vorkommens von trkC in grauer Substanz neben dem
ausschlieRlichen Vorkommen von trkC im Cytosol. Zum anderen wurden die
lichtmikroskopischen Ergebnisse um die Erkenntnis erweitert, dass trkC
aulRerhalb von Zellorganellen haufig in Clustern angeordnet und meist in

Zellkernnahe zu finden ist.

So konnte in dieser Arbeit eine systematische Darstellung des Vorkommens
von trkC im Gehirn der Ratte erfolgen, die die bekannten Funktionen von NT-3
auf die Wachstums- und Differenzierungsvorgédnge von Neuronen der Sauger
durch die Zuordnung zu Zellkomplexen mit bekannten Funktionen genauer
verstehen lasst. Daneben lassen sich durch die systematische Darstellung des
Vorkommens von trkC in Zellstrukturen im ZNS mit bekannten Funktionen auch
weitere mogliche physiologische und therapeutische Mdglichkeiten durch NT-3
mutmal3en, die jedoch noch Gegenstand von weiteren Untersuchungen sein

mussen.
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7.1 VERWENDETE ABKURZUNGEN

7 Anhang

7.1 Verwendete Abklrzungen

Die fur Kerngebiete und weil3e Substanz im Text und den angefertigten Skizzen
verwendeten Abkirzungen wurden in Anlehnung an The Rat Brain in

Stereotaxic Coordinates (PAXINOS AND WATSON, 1986) gewabhlt:

3 Nucleus nervi oculomotorius

7 Nucleus facialis

10 Nucleus dorsalis nervi vagi

n Nervus facialis (einschlief3lich Wurzel)
3V 3. Ventrikel

4V 4. Ventrikel

ac Commissura anterior

AD Nucleus anterodorsalis thalami
Amb Nucleus ambiguus

Arc Nucleus arcuatus

as Striae acusticae dorsales

B Nucleus basalis Meynert

CAl1-3 CA1l- bis CA3-Felder des Cornus ammonis
cc Corpus callosum

CPu Striatum (Nucleus caudatus und Putamen)
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DG
DM
DR
DTg

ECu

fi

HDB

LC
LSO
LV
Med
ml
mlf
Mo5

mt

mtg

opt

Gyrus dentatus

Nucleus hypothalamici dorsomedialis
Nucleus raphes dorsalis

Nucleus tegmentalis dorsalis (GUDDEN)
Nucleus cuneatus externus

Fornix

Fimbria hippocampi

horizontales diagonales Band

Regio hypothalamica posterior

Capsula interna

Nucleus colliculi inferioris

Nucleus cerebellaris interpositus
Nucleus olivaris inferior = Olivia principalis
Locus coeruleus

Nucleus olivaris accessorius

lateraler Ventrikel

Nucleus cerebellaris medialis

Lemniscus medialis

Fasciculus longitudinalis medialis
Nucleus motorius nervi trigemini

Tractus mammillothalamicus = Fasciculus mamillothalamicus
= Vicq d’Azyrsches Bindel

Tractus mammillotegmentalis

Tractus opticus
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7.1 VERWENDETE ABKURZUNGEN

OX
Pa
PMR
Pn

PPTg

Rt
RtTg
scp
Se
sm
SNC
SNR
SO
Sol
SOR
st
SubC
VDB
Ve
vhc
VMH

VTA

Chiasma opticum

Nucleus paraventricularis

Nucleus raphes paramedianus
Nucleus pontis

Nucleus tegmentalis pedunculopontinus
Nucleus ruber

Nucleus reticularis

Nucleus reticulotegmentalis pontis
Pedunculus cerebellaris superior
Septale Kerne

Stria medullaris thalami

Substantia nigra, Pars compacta
Substantia nigra, Pars reticulata
Nucleus supraopticus

Nucleus tractus solitarii

Nucleus supraopticus, Pars retrochiasmalis
Stria terminalis

Nucleus subcoeruleus

vertikales diagonales Band
Vestibularkomplex

Commissura hippocampalis ventralis
Nucleus hypothalamici ventromedialis

Area ventralis tegmenti (TSAI)
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7 ANHANG

7.2 Verwendete Skizzenvorlagen

Als Grundlage fiur die in dieser Arbeit angefertigten Skizzen der sagittalen
Hirnschnitte mit den darin dargestellten Neuronenpopulationen, in denen trkC
nachweisbar ist (sh. 3.1), dienten die im folgenden abgebildeten
Skizzenvorlagen 77 bis 82 aus The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates

(PAXINOS AND WATSON, 1986).
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7.2 VERWENDETE SKIZZENVORLAGEN

Of Interaurs)

L

ateral —0.10 mm

1

L

I
7] ] 12 [

1-10  cerebellar lobules
3 oculomotor nu

IPC  oculomotor nu, parvocellular

w

3rd ventricle

4 trochlear nu

av
4x
12

dth ventricle
trochlear decussation
hypoglossal nu

ac  anterior commissure

AP
APit
Ag
bas
bv

area postrema
anterior lobe pi

aqueduct

basilar artery

blood vessel

o corpus callosum

cC
CG

central canal
central gray

CGA  cemral gray, alpha
CGD cemral gray, dorsal
CGM  central gray, medial

<l
i
CLi
oM
[
Cx
v
I

PoM
PPF
PPit
PrF
PSF
PT
PV

PVA paraventricular thal nu, anterior
PVP  paraventricular thal nu, post

py
pyx
Rbd.
Re

¢ dorsal corex

caudal interstitial nu mif

df  dorsal fornix
DG dentate gyrus
dhe  dorsal hippocampal commissure
DR dorsal raphe nu

DTgC dorsal tegmental nu, central
DTgP dorsal tegmental nu, pericentral
digx  dorsal tegmental decussation

[ fornix

G gelatinosus thal nu

gec  genu corpus callosum

Gi  gigantocellular reticular nu

Gia  gigantocell reticular nu, alpha
GV gigantocell reticular nu, vent

gr gracile fasciculus

Gr  gracile nu

hbe  habenular commissure

1AM interanteromedial thal nu

IF interfascicular nucleus

IG  indusium griseum

IMD  intermediodorsal thal nu

10 inferior olive

inferior colli
wawdal linear nu raphe
central medial thal nu
i superior collicul

IPA  inter nu, apical subnu
IPC  imerpeduncular nu, caudal subnu
IPF  imerpeduncular fossa

cerebral cortex
dorsal third ventricle
f colliculus

n  posteromedian thal nu
prepyramidal fissure
posterior lobe pituitary
primary fissure
posterion superior fissure

paratenial thal nu
paraventricular thal nu

pyramidal tract
pyramidal decussation
rhabdoid nu

reuniens thal nu

RelC  recess inferior colliculus

Rh
RLi

rhomboid thal nu
rostral linear nu raphe

RMg raphe magnus nu

ROb
RPa
RPn

raphe obscurus nu
raphe pallidus nu
raphe pontis nu

RiTg reticulotegmental nu pons

sce
5CO
SF
SFO
SHi
smv
50K

splenium corpus callosum
subcommissural organ
secondary fissure
subfornical organ
septohippocampal nu
superior medullary velum
supraoplic decussalion

1Pit il lobe pituitary
IPR  interpeduncular nu, rostral
IRe infundibular recess 3rd ven
Ld lambdoid septal zone

Sph  sphenoid nu

Sul supracculomotor central gray
SuG  superficial gray layer sup col
SuM  supramammillary nu

sumx  supramammillary decussation
ifp  transverse fibers pons

TS triangular septal nu

1z trapezoid body

VDB  nu vertical limb diagonal band
vhe  ventral hip commissure

VOLT wascular organ lamina terminalis
vigx ventral tegmental decussation
xscp  decussation sup Chb peduncle
Zo  zonal layer superior colliculus

MA3  medial acs oculomotor nu

MD  mediodorsal thal nu

ME median eminence .

MHb  medial habenular nu

ml  medial lemniscus

mif  medial longitudinal fasciculus
MM medial mammillary nu, medial
MMn  medial mammillary nu, median
MnPO  median preoptic nu

MnR  median raphe nu

Mol  molecular layer dentate gyrus
MP  medial mammillary nu, posterior
MRe mammillary recess 3rd ventricle
MS  medial septal nu

Obex  obex

ox  optic chiasm

pe  posterion commissure

PCF  preculminate fissure

pd  predorsal bundle

PDTg posterodorsal tegmental nu

Pe periventricular hypoth nu

i pineal gland

PiRe pineal recess

PLF posierolateral fissure

PMn  paramedian reticular nu

PMR  paramedian raphe

Pn  pontine nuclei

PnV  pontine reticular nu, ventral

Abbildung 10: Skizzenvorlage 77 mit zugehdriger Legende aus The Rat Brain in Stereotaxic

Coordinates von PAXINOS und WATSON, 1986
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Lateral 0.40 mm

L
" 13 [ "

1-10  cerebellar lobules

3 oculometor nu

APC  oculomotor nu parvocellular

3V 3rd ventricle

4 trochlear nu

4V ath ventricle

4x  trochlear decussation

& abducens nu

10 dorsal motor nu vagus

12 hypeglossal nu

ac_ anterior commissure

AC  anterior commissural nu

AcbSh  accumbens nu, shell

AH  anterior hypoth arca

AM  anteromedial thal nu

AOM  anterior olfactory nu, medial

APit  anterior lobe pituitary

Agq  agqueduct

Arc  arcuate hypoth nu

ATg anterior tegmental nu

AVPO  anteroventral preoptic nu

CAI-3  fields CA1-3 of Ammon’s horn

e corpus callosum

CG  central gray

CGA  central gray, alpha

CGD  central gray, dorsal

cic  commissure inferior colliculus
caudal linear nu raphe

CLi

mp  mammillary peduncle

MPA  medial preoptic arca

MPO  medial preoptic nu

MPOC  medial preoptic nu, central
MPT medial pretectal nu

MS  medial septal nu

mt  mammillothalamic tract

mig mammillotegmental tract
MVe medial vestibular nu

Op  optic nerve layer superior colliculus
ox. optic chiasm

Pa paraventricular hypoth nu
Pa6é paraabducens nu

PBP parabrachial pigmented nu
pe  posterior commissure

PCF  preculminate fissure

PDTg posterodorsal tegmental nu
PF parafascicular thal nu

PH posterior hypoth area

Pi pineal gland

PLF posterolateral fissure

PMD  premammillary nu, dorsal
PMn  paramedian reticular nu
PMR  paramedian raphe

Pn  pontine nucleus

PN paranigral nu

PnC  pontine reticular nu, caudal
PO pontine reticular nu, oral

CM  central medial thal nu

DA dorsal hypoth area

DCIC  dorsal cortex inf colliculus
df dorsal fornix

DG dentate gyrus

dhe  dorsal hi

ICj islands of Calleja .

ICjiM  islands of Calleja, major island
IG  indusium griseum

IGr  internal granular layer olf bulb
IMLF interstitial nu mif

Dk nuclens Darkschewitsch

DMC  dorsomedial hypoth nu, compact
DMD  dorsomedial hypoth nu, diffuse
DMTgz dorsomedial tegmental arca
Do dorsal hypoth nu

DpG  deep gray layer of superior coll
DPGi  dorsal paragigantocellular nu
DpWh  deep white layer of sup coll
DR dorsal raphe nu

DTgC  dorsal tegmental nu, central
DTgP dorsal trgmental nu, pericentral
digx  dorsal iegmental decussation

EPl external plexiform layer olf bulb
T fornix

fr  fasciculus retroflexus

G gelatinosus thal nu

g7 genu facial nerve

goe  genu corpus callosum

Gi  gigantocellular reticular nu

GiA  gigantocell reticular nu, alpha
GiV  gigantocell reticular nu, vemt

Gr gracile nu

PnV  pontine reticular nu, ventral
PoDG  polymorph layer dentate gyrus
PPF prepyramidal fissure

PPt posterior lobe pituitary

PrC  precommissural nu

PrF  primary fissure

PSF posterior superior fissure

PT paratenial thal nu

PVA  paraventricular thal nu, anterior
PVP paraventricular thal nu, post
py  pyramidal tract

pyx  pyramidal decussation

RCh retrochiasmatic area

Re reuniens thal nu

RF  rhinal fissure

Rh rhomboid thal nu

BRI rostral interstitial nu mif

Ro  nu Roller

RiTg reticulotegmental nu pons
RITgP reticuloteg nu pons, pericent
scc splenium corpus callosum

SCh suprachiasmatic nu

scp  superior cerebellar peduncle

SF secondary fissure

SFi  septofimbrial nu

SGe supragenual nu

SHy septohypothalamic nu

sm stria medullaris thal

In nu

InG intermediate gray layer sup col
InWh intermediate white layer sup col
10 inferior olive

IF  interpeduncular nu

IPF interpeduncular fossa

IPit  intermediate lobe pituitary

LA lateroanterior hypoth nu

Ld lambdoid septal zone

LDTg laterodorsal tegmental nu
Ifp  longitudinal fasciculus pons
LHb lateral habenular nu

LSD  lateral septal nu, dorsal

LSI  lateral sepral nu, imermediate
MA3  medial acs oculomaotor nu
MD  mediodorsal thal nu

Med  medial cerebellar nu

MHb  medial habenular nu

ML  medial mammillary nu, lateral
ml  medial lemniscus

mif medial longitudinal fasciculus
MM medial mammillary nu, medial
MP  medial mammillary nu, pesterior

smv  superior medullary velum

Sol nu solitary tract

50lC  nu solitary tract commissural
s0x  supraoplic decussation

SPF  subparafascicular thal nu
Sph  sphenoid nu

Stg  stigmoid hypoth nu

StHy strichypothalamic nu

Sul  supraoculomotor central gray
SuG  superficial gray layer sup col
SuM  supramammillary nu

ifp transverse fibers pons

TS triangular septal nu

TT tenia tecta

Tu olfactory tubercle

tz trapezoid body

VDB nu vertical limb diagonal band
vhe wentral hip commissure

VMH  vemiromedial hypoth nu
VRe wventral reuniens nu

VTA ventral icgmental area
VTAR wvent tegmental area, rostral
VTg ventral tegmental nu

vigx ventral tegmental decussation
xscp  decussation sup Cb peduncle
Zo  zonal layer superior colliculus

Abbildung 11: Skizzenvorlage 78 mit zugehdriger Legende aus The Rat Brain in

Coordinates von PAXINOS und WATSON, 1986

Stereotaxic
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1-10  cerebellar lobules cic commissure inferior colliculus ICjM  islands of Calleja, major island
3n  oculomotor nerve or its root CST  nu commissural stria term IMLFG  interstitial nu mlf, greater
4V dth ventricle cu  cuneate fasciculus InG intermediate gray layer sup col
4x  trochlear decussation Cu  cuneate nu InWh intermediate white layer sup col
6n  root of abducens nerve D3V dorsal third ventricle 10 inferior olive
10 dorsal motor nu vagus DCIC dorsal cortex inf colliculus IPF  interpeduncular fossa
ac  anterior commissure DG dentate gyrus LA lateroanterior hypoth nu
AcbSh  accumbens nu, shell dhe  dorsal hi 1} i Ld id septal zone
AHA anterior hypoth area, anterior DM dorsomedial hypethalamic nu LDTg laterodorsal tegmental nu
AHC anterior hypoth area, central DMTg dorsomedial tegmental area Ifp  longitudinal fasciculus pons

AHP anterior hypoth area, posterior
AM  anteromedial thal nu

AOD  anterior olfactory nu, dorsal
AOM  anterior olfactory nu, medial
AOP  anterior olfactory nu, posterior
AOV  anterior olfactory nu ventral
APit  anterior lobe pituitary

ascT  ascending fibers facial nerve
BAC  bed nu anterior commissure

DpG  deep gray layer of superior coll
DpWh  deep white layer of superior coll
dig dorsal tegmental bundle

ependyma and subependymal layer
ECIC external cortex inf colliculus
f fornix
FF fields of Forel
fr fasciculus retroflexus
87 genu lacial nerve

bsc  brachium superior collicul
BSTMA  bed nu stria ter, med div, ant
BSTMP  bed nu st, med div, posterior
BSTMPM  bed nu st, med posteromed
CAl-3  fields CAL-3 of Ammon's horn
e corpus callosum

CG  central gray

CGPn  central gray pons

CIC  central nu inferior colliculus

mt  mammillothalamic tract

mtg mammillotegmental tract

MVe medial vestibular nu

MVeV  medial vestibular nu, ventral
OB olfactory bulb

Op  optic nerve layer superior colliculus
OPT olivary pretectal nu

OV olfactory ventricle

ox  optic chiasm

PaPo  paraventricular hypoth nu, post
PC, paracentral thal nu

PCF  preculminate fissure

PCom nu posterior commissure

PF parafascicular thal nu

PLd paralambdoid septal nu

PLF  posterolateral fissure

PMD  premammillary nu, dorsal
PMV  premammillary nu, ventral
Pn  pontine nuclei

PnC  pontine reticular nu, caudal
Pn  pontine reticular nu, oral

PnV  pontine reticular nu, ventral
PPF  prepyramidal fissure

PPT posterior pretectal nu

Prb nu Probst's bundle

PrC  precommissural nu

PrF  primary fissure

PS5  parastrial nu

G g thal nu

gec genu corpus callosum

Gi gigantocellular reticular nu

GiA  gigantocell reticular nu, alpha
GiV  gigamocell reticular nu, vent

Gu  gustatory thal nu

HiF hippocampal fissure

IAD interanterodorsal thalamic nucleus
ICj islands of Calleja

PSF  posterior superior fissure

PT paratenial thal nu

py pyramidal tract

R red nu

RF rhinal fissure

RI rostral interstitial nu mif
RRF  retrorubral fields

Rt reticular thal nu

RiTg reticulotegmental nu pons

S subiculum

sce  splenium corpus callosum

scp  superior cerebellar peduncle
SF  secondary fissure

SFi  septofimbrial nu

SHy septohypothalamic nu

sm stria medullaris thal

SMT  submammillothalamic ma
smv  superior medullary velum
S0 supraoplic nu

Sol  nu solitary tract

sol  solitary tract

s0x  supraoptic decussation

SPF subparafascicular thal nu
SPTg subpeduncular tegmental nu
StHy strichypothalamic nu

Sul  supracculomotor central gray
SuG  superficial gray layer sup col
SuM  supramammillary nu

LHbL lateral habenular nu, lateral
LM lateral mammillary nu

lo lateral clfactory tract

LSD lateral septal nu, dorsal

LSl lateral septal nu, intermediate
LSV lateral septal nu, ventral
MCPC  magnocellular nu post com
MD  mediodorsal thal nu

MDL  mediodorsal thal nu, lateral
MdV  medullary reticular nu, ventral
me$  mesencephalic trigeminal tract
Med  medial cerebellar nu

mfba medial forebrain bundle, a
mfbb  medial forebrain bundle, b
ml  medial lemniscus

mif  medial longitudinal fasciculus
mp  mammillary peduncle

MPA  medial preoptic area

e
tfp
TS
TT

tuber cinereum

transverse fibers pons
triangular septal nu

tenia tecta

Tu olfactory tubercle

TM  tberomammillary nu

Tz nu trapezoid body

1z trapezoid body

VDB nu vertical limb diagonal band
vhe  ventral hip commissure

VM  ventromedial thal nu

VMH ventromedial hypoth nu
VP ventral pallidum

VTA ventral tegmental area

vigx  ventral tegmental decussation
xscp  decussation sup Ch peduncle
Z1  zona incerta

Zo  zonal layer superior colliculus

Abbildung 12: Skizzenvorlage 79 mit zugehoriger Legende aus The Rat Brain in Stereotaxic

Coordinates von PAXINOS und WATSON, 1986
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Abbildung 13: Skizzenvorlage 80 mit zugehdriger Legende aus The Rat Brain in Stereotaxic

Lateral 1.40 mm

u 13 1] [l

1-10  cerebellar lobules

3n  oculomotor nerve or its root
3V 3rd ventricle

4n  trochlear nerve or its root
4V 4th ventricle

4x  trochlear decussation

7 [facial nu

In  facial nerve or its root
aca anterior commissure, ant
AcbC accumbens nu, core
AchSh  accumbens nu, shell
aci  anterior commissure, intrabulbar
acp  anlerior commissure, posterior
AD  anterodorsal thal nu

alv  alvius hippocampus

AM  anteromedial thal nu

AOB  accessory olfactory bulb

AOD  anterior olfactory nu, dorsal
AQE  anterior olfactory nu, external
AOP  anterior olfactory nu, posterior
AOV  anterior olfactory nu, ventral
APit  anterior lobe pituitary

APT  amerior pretectal nu

asc?  ascending fibers facial nerve
AVDM  anterovent thal nu, dorsomed
AVVL  anteroventral thal nu, ventrola
bsc  brachium superior colliculus
BSTLD  bed nu stria ter, lat div, dors

MdV  medullary reticular nu, ventral
Mes  mesencephalic trigeminal nu
meS  mesencephalic trigeminal tract
Med medial cerebellar nu

MedDL  medial Cb nu dorsolat

mfb  medial forebrain bundle

mfba  medial forebrain bundle, a
mfbb  medial forebrain bundle, b
MiA  mitral cell layer acs olf bulb
ml medial lemniscus

MT" med terminal nu accessory optic tr
MVe medial vestibular nu

MVeV  medial vestibular nu, ventral
MVPO  medioventral periolivary nu
Op optic nerve layer sup coll

OPT  olivary pretectal nu

OT  nu optic tract

OV olfactory ventricle

ox  optic chiasm

P7  perifacial zone

PC  paracentral thal nu

PCF  preculminate fissure

PCRt  parvocellular reticular nu
PeF  perifornical nu

PF parafascicular thal nu

PLF posterolateral fissure

PMV  premammillary nu, ventral
Pn  pontine nuclei

BSTV  bed nu stria ter, ventral div
€1 Cl adrenaline cells

CAl-3 fields CAl-3 of Ammon’s horn
CB  cell bridges ventral striatum

cc  corpus callosum

cg cingulum

CIC central nu inferior colliculus
CL  centrolateral thal nu

Cop copula pyramis

cp cerebral peduncle, basal

CPu  caudate putamen

cig central tegmental tract

cu  cuneate fasciculus

Cu  cuneate nu

DCIC  dorsal cortex inf colliculus
DG denate gyrus

dhe  dorsal hippocampal commissure
DpG  deep gray layer of superior coll
DpMe  deep mesencephalic nu
DpWh  deep white layer of sup coll
DTr  dorsal transition zone

E ependyma and subependymal layer
ECIC  external cortex inf colliculus
ECu  external cuneate nu

Eth ethmoid thal nu

FF  fields of Forel

fmi  forceps minor corpus callosum
fmj forceps major corpus callosum

PnO  pontine reticular nu, oral
PoDG  polymorph layer dentate gyrus
PPF prepyramidal fissure

PPT posterior pretectal nu
PPTg pedunculopontine tegmental nu
PR prerubral field

PrF  primary fissure

PS parastrial nu

PSF  posterior superior fissure
R red nu

RF rhinal fissure

RRF retrorubral fields

s rubrospinal tract

Rt reticular thal nu

5 subiculum

sec splenium corpus callosum
swp superior cerebellar peduncle
SF secondary fissure

SHy septohypothalamic nu

50 substantia innominata

Sim  simple lobulg

M nu stria medullaris

sm o stria medullaris thal

smv  superior medullary velum
SNC  substantia nigra, compact
SNR  substantia nigra, reticular
S0 supraoplic nu

Sol nu solitary tract

Interawral
L 1 I 1 I
4 3 2 1 ]

GrA  granule cell layer acs olf bulb

Gu  gustatory thal nu -

HDB nu horizontal limb diagonal band
HiF hippocampal fissure

ICj islands of Calleja

InG  intermediate gray layer sup col
InCo  intercollicular nu

IntA  interposed cerebellar nu, ant

IntP interposed cerebellar nu, post

10 inferior olive

IRt intermediate reticular nu

LC  locus coeruleus

LD laterodorsal thal nu

Ifp longitudinal fasciculus pons
LH lateral hypoth area

I lateral lemniscus

LM lateral mammillary nu

lo  lateral olfactory tract

LP lateral posterior thal nu

LPB lateral parabrachial nu

LPGi  lateral paragigantocellular nu
LPO  lateral preoptic area

LRt laneral reticular nu

LSD  lateral septal nu, dorsal

LSI  laneral septal nu, intermediate
LSV lateral sepal au, ventral

LV lateral ventricle

SOR  supraoptic nu, retrochiasmatic
50X supraoptic decussation

SPO  superior paraoclivary nu
SPTg subpeduncular tegmental nu
SpVe spinal vestibular nu

st stria terminalis

SubCA  subcoeruleus nu, alpha
SubCD  subcoeruleus nu, dorsal
Subl  subincertal nu

SuG  superficial gray layer sup col
ifp  transverse fibers pons

T™M  tuberomammillary nu

TT tenia tecta

Tu olfactory tubercle

Tz nu trapezoid body

1z trapezoid body

vhe  ventral hip commissure

VL ventrolateral thal nu

¥LTg wventrolateral tegmental area
VM ventromedial thal nu

VP wventral pallidum

¥TA  ventral tegmental area

Z1  zona incerta

Zo  zonal layer superior colliculus

Coordinates von PAXINOS und WATSON, 1986
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110 cerebellar lobules bs¢  brachium superior colliculus Eth ethmoid thal nu
In  oculomotor nerve or its root BST  bed nu stria terminalis FF fields of Forel
4n  trochlear nerve or its root BSTL bed nu stria ter, lateral div fi fimbria hippocampus
T facial nu BSTMPM  bed nu st, med posteromed fmi  forceps minor corpus callosum
Tn facial nerve or its root C1 €1 adrenaline cells fmj forceps major corpus callosum
AS A5 noradrenaline cells CAl-3 fields CAl-3 of Ammon’s horn  GeS  gelatinous layer caudal sp trigem
AT A7 noradrenaline cells CB  cell bridges ventral striaum HDB  nu horizontal limb diagonal band
aca anterior commissure, anterior cc  corpus callosum HiF hippocampal fissure
AchC  accumbens nu, core <g cingulum Hil hilus demtate gyrus
AcbSh  accumbens nu, shell CIC  central nu inferior colliculus ic internal capsule
aci  anterior i intrabulb Cl el ICF intercrural fissure
acp anterior commissure, posterior CnF  cuneiform nu ICj islands of Calleja
al  ansa lenticularis Cop copula pyramis InCo intercollicular nu
alv  alveus hippocampus p cerebral peduncle, basal InG  intermediate gray layer sup col
Amb  ambiguus nu CPu caudate putamen ImA  interposed cerebellar nu, ant
Ang  angular thal nu Crusl  crus] ansiform lobule IntP  interposed cerebellar nu, post
AOB  accessory olfactory bulb Crus2  crus2 ansiform lobule InWh intermediate white layer sup col
AOD  anterior olfactory nu, dorsal CVL  caudoventrolateral reticular nu LD laterodorsal thal nu
AOL  anterior olfactory nu, lateral DC  dorsal cochlear nu Ifp  longitudinal fasciculus pons
AOP  amerior olfactory nu, posterior  DCIC  dorsal cortex inf colliculus LH lateral hypoth area
AOV  anterior olfactory nu, ventral DG dentate gyrus Il lateral lemniscus
APiL anterior lobe pituitary DMSps  dorsomedial spinal trigem nu  lo  lateral olfactory tract
APMF  ansoparamedian fissure DpG  deep gray layer of superior coll  LP  lateral posterior thal nu
APTD  anterior pretectal nu, dorsal DpMe  deep mesencephalic nu LPB lateral parabrachial nu
APTY  ant pretectal nu, ventral DPO  dorsal periclivary region LPBI lateral parabrachial nu, internal
as  acoustic stria ECIC external cortex inf colliculus LPGi lateral paragigantocellular nu
AVDM anterovent thal nu, dorsomed  ECu  external cuncate nu LPO  lateral preoptic area
AVVL  anterovent thal nu, ventrolat ERS epirubrospinal nu LR4V  lateral recess 4th ventricle
LRt lateral reticular nu Pir  piriform cortex spS  spinal trigeminal tract
LSO lateral superior olive PM paramedian lobule SpsC  spinal trigeminal nu, caudal
LY lateral ventricle Pn  pontine nuclei SPFPC  subparafascicul thal nu, parvo
LVe lateral vestibular nu Po  posterior thal nuclear group SpVe spinal vestibular nu
MCLH magnocellular nu lat hypoth PPF prepyramidal fissure st stria terminalis
MdD  medullary reticular field, dorsal PPT posierior pretectal nu 5Th subthalamic nu
Me5  mesencephalic trigeminal nu PPTe di i nu  Suj igeminal nu
mes  mesencephalic trigeminal tract PrF  primary fissure SubCD  subcoeruleus nu, dorsal
mfb  medial forebrain bundle PSF posterior superior fissure SubCV  subcoeruleus nu, ventral
miba medial forebrain bundle, a RF rhinal fissure Subl  subincertal nu
mibb  medial forebrain bundle, b RPO  rostral periolivary region SuG  superficial gray layer sup col
MiTg microcellular tegmental RRF retrorubral fields SuVe superior vestibular nu
ml  medial lemniscus rs rubrospinal tract ifp transverse fibers pons
Mo5 motor trigeminal nu Rt reticular thal nu Tu olfactory tubercle
MPB  medial parabrachial nu RVL rostroventrolateral reticular nu 1z trapezoid body
MTu medial tuberal nu 5 subiculum VL vemrolateral thal nu
MVPO  medioventral periolivary nu Se  superior colliculus VLL ventral nu lateral lemniscus
acb  olivocochlear bundle scp  superior cerebellar peduncle VLTg ventolateral tegmental area
Op  oplic nerve layer sup coll 51 substantia innominata Y™  wventromedial thal nu
opt  oplic tract Sim  simple lobule VP wventral pallidum
OPT  olivary pretectal nu SM  nu stria medullaris VPM  wventral pesteromedial thal nu
OT  nu optic tract sm  stria medullaris thal vsc  ventral spinocerebellar tract
P5  peritrigeminal zone SNC  substantia nigra compact X nucleus X
P7  perifacial zone SNR  substamtia nigra, reticular ZL  zona limitans
PCF  preculminate fissure S50  supraoplic nu Zo ronal layer superior colliculus
PCR1  parvocellular reticular nu Sol  nu solitary tract
PCRiA  parvocellular ret nu, alpha SOR  supraoptic nu, retrochiasmanic
PF parafascicular thal nu sox  supraoptic decussation

Abbildung 14: Skizzenvorlage 81 mit zugehoriger Legende aus The Rat Brain in Stereotaxic

Coordinates von PAXINOS und WATSON, 1986
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Abbildung 15: Skizzenvorlage 82 mit zugehdriger Legende aus The Rat Brain in Stereotaxic
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1-10 cerebellar lobules

7 facial nu

Tn  facial nerve or its root

Bn  vestibulocochlear nerve

A5 AS noradrenaline cells

AA - anterior amygdaloid area

aca  anterior commissure anterior
AcbC  accumbens nu core

acp  anterior commissure, posterior
AHIPM  amygdalohip area, posteromed
alv  alveus hippocampus

AOL  anterior olfaciory nu, lateral
APMF  ansoparamedian fissure
APTD  anterior pretectal nu, dorsal
APTV  anterior pretectal nu, ventral
B basal nu Meynert

BAOT  bed nu accessory olfactory tr
bsc  brachium superior colliculus
BSTS bed nu siria ter supracapsular
CAL-3  fields CAL-3 of Ammon's horn
ec  corpus callosum

CIC  central nu inferior colliculus

€1 claustrum

Cop copula pyramis

ep  cerebral peduncle, basal

CPu  caudate putamen

Crusl  crusl ansiform lobule

Crus2  crus2 ansiform lobule

PCF preculminate fissure

PCRt parvocellular reticular nu
PCRtA parvocellular ret nu, alpha
Pir  piriform cortex

PM  paramedian lobule

Po  posterior thal nuclear group
PPF prepyramidal fissure

PPT posterior pretectal nu
PPTg pedunculopontine tegmental nu
PrF  primary fissure

PrS  presubiculum

PSF- posterior superior fissure
REth retroethmoid nu

RF rhinal fissure

RR  retrorubral nu

RRF retrorubral fields

s  rubrospinal tract

RSA  retrosplenial agranular Cx
RSG  retrosplenial granular Cx
Rt reticular thal nu

5 subiculum

scp superior cerebellar peduncle
51 substantia innominata

Sim  simple lobule

SMC substantia nigra, compact
SMR  substantia nigra, reticular
s0x  supraoptic decussation

spS$  spinal trigeminal tract

DC  dorsal cochlear nu

DEn dorsal endopiriform nu

DG dentate gyrus

DLL  dorsal nu lateral lemniscus
DMSpS  dorsomedial spinal trigem nu
ECIC external cortex inf colliculus
ECu external cuneate nu

EP entopeduncular nu

fi fimbria hippocampus

FL forelimb area of cortex

fmi forceps minor corpus callosum
fmj forceps major corpus callosum
Frl fronial cortex, area 1

Fr2 frontal cortex, area 2

FStr  fundus striati

GP  globus pallidus

HiF hippocampal fissure

HL  hindlimb area of cortex

i¢ internal capsule

intercrural fissure

IC) islands of Calleja

icp inferior cerebellar peduncle

InG  intermediate gray layer sup col
IntA  interposed cercbellar nu, am
IniP  interposed cerebellar nu, post
InWh  intermediate white layer sup col
K nucleus K

LD laterodorsal thal nu

SpSC  spinal trigeminal nu, caudal
Sp51  spinal trigem nu, interpolar
SpS0  spinal trigeminal nu, oral
SPFPC  suparafascicul thal nu, parvo
SpVe spinal vestibular nu

st stria terminalis

5Th  subthalamic nu

str superior thal radiation

SubB  subbrachial nu

SuG  superficial gray layer sup col
SuVe superior vestibular nu

Tu olfactory tubercle

1z trapezoid body

VL ventrolateral thal nu

VLL wventral nu lateral lemniscus
VLO  wventrolateral orbital cortex
VP wventral pallidum

VPL ventral posterolat thal nu
VPM ventral posteromedial thal nu
wsc  ventral spinocerebellar tract
ZID  zona incerta, dorsal

ZIV  zona incerta, ventral

Zo  zonal layer superior colliculus

11 lateral lemniscus

LO  lateral orbital cortex

lo lateral olfactory tract .

LOT  nu lateral olfactory tract

LP lateral posterior thal nu

LPB lateral parabrachial nu

LR4V lateral recess 4th ventricle

LRt lateral reticular nu

LRIPC  lat reticular nu, parvocellular
LSO lateral superior olive

LV lateral ventricle

LVe lateral vestibular nu

m35  motor root trigeminal nerve

mecp  middle cerebellar peduncle
MCPO  magnocellullar preoptic nu

Me  medial amygdaloid nu

mfb  medial forebrain bundle

mfba medial forebrain bundle, a
MiTg microcellular tegmental nu

ml  medial lemniscus

Mo motor trigeminal nu

MPB  medial parabrachial nu

OcIM  occipital Cx, area |, monocular
Oc2MM  occipital Cx, area 2, mediomed
Op  optic nerve layer superior colliculus
opt - oplic tract

OT  nu optic fragt

PT  perifacial zone

=
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