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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1 Homoostase und Hypothalamus

Die Bedeutung des ,Milieu interieur” fir die Aufrechterhaltung des Lebens wur-
de erstmals von dem Physiologen Claude Bernard (1865) beschrieben und liegt
darin begriindet, dass die Regelgrof3en des ,Milieu interieur® eines tierischen
Organismus in einem Zustand des FlieRgleichgewichts gehalten werden, wel-
cher auch als ,Homoostase" bezeichnet wird. Der Begriff ,Homdostase" ist von
dem griechischen Wort homoios fur ,gleichartig, ahnlich* abgeleitet und wird
durch ein komplexes Aufeinanderabstimmen afferenter Signalibertragung und
efferent modulierter Kontrollmechanismen im Rahmen autonomer Regelkreise

ermaglicht.

Der Hypothalamus des Diencephalon gilt als Ubergeordnetes Kontrollzentrum
autonomer Regelkreise und reprasentiert somit das wichtigste zentralnervose
Integrationszentrum fir die Regulation homdoostatischer Systeme. In seinen
neuroglialen Strukturen erfolgt die Perzeption und Integration afferenter Signale
im Zusammenhang mit der Konstanthaltung der Nahrungsaufnahme (Leibowitz
& Brown, 1980), der circadianen Rhythmik (Aschoff, 1990), des Blutkreislaufs
(Coote, 1995), der Koérpertemperatur (Simon et al., 1986) sowie des Wasser-
und Elektrolythaushaltes (Andersson, 1978) (Abb. 1). Vereinfacht dargestellt
vergleicht der Hypothalamus physiologische und pathophysiologische Abwei-
chungen der zu regelnden, physiologischen Grdl3en (Istwerte) mit vorgegebe-
nen Sollwerten. Nach neuronaler Integration zahlreicher afferenter Signale
moduliert er die Aktivitdt bestimmter peripherer Effektororgane, die durch
Anpassung an den vorgegebenen Sollwert einen neuen Istwert einstellen.
Entspricht der Istwert dem geforderten Sollwert, so ist das innere Flie3gleich-

gewicht wieder hergestellt.

1.2. Die Lamina terminalis

Sowohl hinsichtlich der Perzeption als auch Integration osmo-, volumen- und
temperatur-relevanter Signale ibernehmen besonders neurogliale Kerngebiete,



1 Einleitung

die in der Lamina terminalis des rostralen Hypothalamus lokalisiert sind, eine
wichtige Funktion (McKinley et al., 1999). Die Lamina terminalis entsteht wah-
rend der frihen embryonalen Entwicklung des Vertebratengehirns als Speziali-
sierung ependymaler Zellen und bildet schlie3lich die anteriore Wand des
dritten Hirnventrikels (Johnson & Thunhorst, 1997). In ihr sind neurogliale Struk-
turen wie das Subfornikalorgan (SFO) und das Organum vasculosum laminae
terminalis (OVLT) lokalisiert, die zu den circumventrikularen Organen (CVOSs)
gehodren. CVOs bilden im Gegensatz zu allen anderen Regionen des ZNS keine
dichte Blut-Hirn Schranke (BHS) aus. Fir das Saugergehirn sind sieben CVOs
klassifiziert worden (Hofer, 1958): Die bereits genannten SFO und OVLT, die
Epiphyse (= Pinealorgan), die Eminentia mediana, die Neurohypophyse, die
Area postrema (AP) und das Organum subcommissurale (SCO) (Abb. 2). Die
CVOs befinden sich in unmittelbarer Nahe zum dritten (SFO, OVLT, Pineal-
organ, Eminentia mediana, Neurohypophyse und SCO) bzw. vierten Hirnven-
trikel (Area postrema) (Leonhardt et al., 1975; McKinley et al., 2004).

Zirkulation Temperatur- Immun-
Kutane, nicht- regulation SyStem

evaporative
Warmeabgabe

Fieber

Energie-
Haushalt

Elektrolyt- und
Wasserhaushalt

Warmebildung

Evaporative
Warmeabgabe

Abb. 1: Hypothalamische Interaktion wichtiger homdostatischer Regelkreise

Die durch den Hypothalamus kontrollierten, homdostatischen Regelsysteme etwa zur
Konstanthaltung des Kreislaufs, der Korperkerntemperatur, des Elektrolyt-/\Wasser-
haushaltes und des Energiehaushaltes, sowie des Immunsystems, sind untereinander
neuronal vermascht. Wird die Homoostase eines dieser Regelsysteme gestort, so
beeinflusst dies unweigerlich andere. Beispielsweise bedingt eine erhdhte evaporative
Warmeabgabe eine Hypovolamie der extrazellularen Korperflissigkeit. Temperatur-
regulation und der Elektrolyt-/Wasserhaushalt stehen in einer archaischen, besonders
engen Verbindung zueinander (Pfeile).



1 Einleitung

Morphologisch ahneln die Kapillaren der stark vaskularisierten CVOs mit lecken
Zell-zu-Zell Kontakten und grof3en perivaskularen Raumen den fenestrierten
Endothelien zahlreicher peripherer Organe wie Darm oder Niere. Der enge
Kontakt zu Astrozyten, deren Auslaufer in anderen Gehirnregionen die Basal-
lamina der Endothelzellen bedecken und untereinander durch gap junctions
verbunden sind, fehlt im Bereich der CVOs (Betz et al., 1989). Morphologische
Ahnlichkeiten auf zellularer Ebene finden sich in einer CVO-Untergruppe, die
als sensorische CVOs bezeichnet werden (Roth et al., 2004; Simon, 2000).
Hierbei handelt es sich um das OVLT, das SFO und die AP, die nicht nur Glia-
zellen sowie Axone projizierender Neurone, sondern auch neuronale Zellkorper
mit efferenter Projektion in andere Hirnareale enthalten. Diese morphologischen
Spezialisierungen ermoglichen im Blut zirkulierenden Substanzen die direkte
Modulation neuronaler Zellen ausschlieR3lich im Bereich der sensorischen CVOs
der Lamina terminalis und der AP, weshalb diese speziell als rezeptive
Strukturen fir humorale Botenstoffe gelten. Zirkulierende Signalmolekile
aktivieren somit Rezeptor-vermittelt CVO-intrinsische Neurone oder induzieren
lokal die Produktion weiterer Mediatoren (Roth et al., 2004). Ausflhrliche licht-
und elektronenmikroskopische Untersuchungen des OVLT und des SFO wur-
den bei verschiedenen Spezies einschliel3lich der Ratte durchgefihrt (McKinley
& Johnson, 2004; Weisinger et al., 1990).

Die Integration sowohl der in diesen sensorischen Kerngebieten perzipierten
humoralen Informationen als auch afferenter neuronaler Signale aus (extra-)
hypothalamischen Strukturen erfolgt zum einen in den parvozellularen Anteilen
des Nucleus paraventricularis (PVN), zum anderen in einem in der Lamina ter-
minalis lokalisierten Kerngebiet, dem Nucleus medianus praeopticus (MnPO),
der im Gegensatz zu den CVOs jedoch innerhalb der BHS gelegen ist (Abb. 2).
Den Funktionen der Lamina terminalis und den in ihr befindlichen CVOs inklu-
sive der zentralen Verarbeitung der perzipierten sensorischer Information tber
neuronale Konnektivitdten wird schon seit langerer Zeit grof3es Interesse
entgegengebracht. Dabei ist die Bedeutung des MnPO als integrativer Relais-
station Gegenstand intensiver Forschung (Johnson & Thunhorst, 1997; Kolaj &
Renaud, 2001). Zytoarchitektonisch wird der MnPO in einen dorsalen (dMnPQO)

und einen ventralen (vMnPO) Anteil eingeteilt, basierend auf der relativen Loka-
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lisation zur Commissura anterior (CA) (Paxinos, 1986). Die rostrale, die CA um-
fassende Verbindung dieser beiden Anteile ist in coronalen Gehirnschnitten
deutlich zu erkennen und wird als anteriorer MNPO (aMnPO) definiert. In Nissl-
gefarbten Sagittal-Schnitten des Rattengehirns erstreckt sich der MnPO von
rostral des vertikalen Schenkels des diagonalen Bandes von Broca bis zum
Beginn des dritten Ventrikels. Die ventrale Begrenzung bildet das OVLT, die
dorsale das Faserbuindel der Fornix mit juxtapositioniertem SFO. Der aMnPO
besteht aus einer kompakten Gruppe von kleinzelligen Neuronen mit einem
mittleren Zelldurchmesser von 14 ym. Der dMnPO umfasst eine dimorphe
Population locker gepackter Nervenzellen mit Durchmessern der Perikaryen
von 8 bis 20 um. Der vMnPO weist in seinem anterioren Part locker gepackte,
im Durchschnitt 19 um grofRe Neurone auf, wahrend weiter posterior die Neuro-
nenpopulationen dichter und weniger polymorph erscheinen (Johnson et al.,
1992).

Abb. 2: Schematische, sagittale Darstellung der Lokalisation circumventriku-
larer Organe und der Lamina terminalis des Rattengehirns

Im Gehirn der Ratte lassen sich sieben circumventrikulare Organstrukturen (CVOSs)
(orange) ohne ausgepragte Blut-Hirn Schranke (BHS) nachweisen [A]. In der den
anterioren Hypothalamus begrenzenden Lamina terminalis [B] findet sich neben zwei
sensorischen CVOs auch der innerhalb der BHS gelegene Nucleus praeopticus
medianus (MnPO), der als neuronale Relaisstation im Rahmen der Thermo- und
Osmoregulation fungiert.

AP: Area postrema, CA: Commissura anterior, CO: Chiasma opticum, EM: Eminentia
mediana, NH: Neurohypophyse, OVLT: Organum vasculosum laminae terminalis, Pin:
Pinealorgan, SCO: Organum subcommissurale, SFO: Organum subfornicale
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Frihe neuronale Degenerationsstudien bei der Ratte wiesen darauf hin, dass
Neurone des MnPO sowohl zum SFO als auch zum OVLT projizieren (Hernes-
niemi et al., 1972). Diese Studien umfassten Mikroinjektionen des retrograden
Tracers Meerrettichperoxidase (HRP) in den PVN (Ljungdahl et al., 1975; Sil-
verman et al., 1981), den MnPO und das OVLT. HRP gilt als die erste, bereits
in den 1970er Jahren in der Literatur beschriebene retrograde neuronale Tra-
cersubstanz (LaVail & LaVail, 1972). Die Mikroinjektion anterograd oder retro-
grad axonal transportierter Tracermoleklle in neuronale Kerngebiete bzw. An-
sammlungen von Axonendigungen stellt eine wichtige Standardmethode zur
histologischen Darstellung einzelner Neurone bzw. Neuronenverbénde und de-
ren axonale Projektionsmuster dar. Anterograder Transport markiert Nervenfa-
sern und -endigungen, retrograder Transport Zellkorper (Chi et al., 2007).
Grundsatzlich wird zwischen schnellen und langsamen axonalen Transport-
systemen unterschieden. Uber den schnellen axonalen Transport werden
membranumhdillte Organellen in anterograde (vom Soma zum Axonende) bzw.
retrograde (vom Axonende zum Soma) Richtung transportiert. Elemente des
Zytoskeletts und zytosolische Proteine riicken Uber den langsamen axonalen
Transport in Richtung Axonende vor. Sowohl die Geschwindigkeiten als auch
ihre biochemischen Charakteristika weisen auf unterschiedliche Funktionsme-
chanismen des schnellen und langsamen Transportes hin. Maximale Trans-
portgeschwindigkeiten betragen beim schnellen axonalen Transport 400 mm
pro Tag, beim langsamen Transport 6 mm pro Tag. Kinesine gelten als ,mole-
kulare Motoren” fur den schnellen anterograden Transport, binden selektiv an
membrandse Zellorganellen, z.B. synaptische Vesikel, sekretorische Granula
oder Mitochondrien, und transportieren diese entlang der Mikrotubuli. Der
schnelle retrograde Transport wird durch zytoplasmatisches Dynein vermittelt,
welches ebenfalls an die Membran der Zellorganellen bindet und entlang der
Mikrotubuli Richtung Zellsoma gleitet. Der Mechanismus des langsamen axo-
nalen Transportes, dessen Geschwindigkeit etwa derjenigen des Auswachsens

durchtrennter Axone entspricht, ist bisher nicht eindeutig aufgeklart.

Basierend auf der Richtung des axonalen Transportes wurde eine Reihe von
anterograd- und retrograd wandernden Farbstoffen flr das neuronale Tracing

entwickelt. Eine effektive Gruppe neuronaler Tracermolekile stellt die Entwick-
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lung fluoreszierender Farbstoffe (true blue, RITC, Fluoro-Gold) dar, die neben
ihrer Sensitivitat die Moglichkeit bieten, multiple Konnektivitaten mittels unter-
schiedlicher Absorptions- und Emissionsmaxima gleichzeitig darzustellen. Zu
den neueren, nicht-fluoreszierenden Farbstoffen gehéren neben biotinylierten
Dextranen und Neurobiotin v.a. Phaseolus vulgaris -Lektin (PHA-L) und Cho-
lera-Toxin, die ebenfalls wie HRP mittels Licht- und/oder Elektronenmikroskopie
visualisiert werden. Die Kombination von retrogradem neuronalen Tracing und
Immunhistochemie erlaubt zusatzlich zur Kartierung axonaler Projektionsfelder
den gleichzeitigen Nachweis bestimmter Neurotransmitter oder Transkriptions-
faktoren in den Perikarya projizierender Neurone. Vor allem durch die simultane
Anwendung eines fluoreszierenden, retrograden Tracers mit indirekter Immun-
fluoreszenz unter Verwendung von Fluorochromen unterschiedlicher Anre-
gungs- und Emissionswellenlangen wurden die Anwendungsmaoglichkeiten die-
ses Verfahren auch fir den Hypothalamus deutlich erhéht (Kuypers et al., 1979;
Oldfield et al., 1979, 1994; Sawchenko & Swanson, 1981). Autoradiographische
Untersuchungen zeigten efferente Projektionen MnPO-intrinsischer Neurone
einerseits zum parvozellularen, andererseits zum magnozellularen Anteil des
PVN und den magnozellularen Neuronen des SON (Sawchenko & Swanson,
1981). Die Ergebnisse der HRP-Studien unterstutzten die Hinweise auf eine
direkte Projektion des MnPO in den SON (Weisinger et al., 1990) und zeigten
zusatzlich Synapsenbildung von Axonendigungen aus dem Bereich des MnPO
mit vasopressinergen Neuronen des SON (McAllen et al., 1980). Bezeichnend
fur die vielfaltigen neuronalen Verbindungen des MnPO st ihr Uberwiegend
reziproker Charakter, was seine Rolle als integratives Kerngebiet unterstreicht
(Gerstberger et al., 2001). So wurden reziproke Projektionen zum SON, zum
magno- sowie parvozellularen Anteil des PVN und zur medialen praoptischen
Region nachgewiesen (Uschakov, submitted).

Projektionen von und zum SFO und OVLT innerhalb der Lamina terminalis sind
besonders ausgepragt (Camacho & Phillips, 1981; Miselis, 1981; Uschakov et
al., submitted). Dabei projizieren 20 % der efferent zum SFO verlaufenden
Axone MnPO-intrinsischer Neurone uber Kollaterale ebenfalls zum SON
(Oldfield et al., 1992). Zusatzlich zeigten Uschakov und Mitarbeiter (submitted)

durch anterograde Tracingstudien, dass die Efferenzen des dorsalen und ven-
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tralen Teils des MnPO zum OVLT hauptséachlich die ,dorsal cap” des OVLT als
Zielstruktur mit einbeziehen und dessen zentrale, vaskulare Komponente
aussparen. Der MnPO seinerseits erhélt afferente Eingénge aus Kerngebieten
des Hirnstamms, welche ihrerseits Informationen von Baro-, Chemo- und Volu-
menrezeptoren aus der Peripherie afferent an den Hypothalamus Ubermitteln.
So projizieren der Nucleus parabrachialis lateralis (LPBN) sowie die noradre-
nergen Zellgruppen des Nucleus tractus solitarius (NTS, A2) und der ventrolate-
ralen Medulla oblongata (A1) zum MnPO (Edwards et al., 1989; Loewy &
McKellar, 1980; Saper et al., 1983). Efferenzen vom MnPO zum Hirnstamm
wurden hauptsachlich zur noradrenergen A6-Zellgruppe des Locus coeruleus,
aber auch zu den noradrenergen A5- und A7-Gruppen gezeigt. Neben afferen-
ten und efferenten Konnektivitaten des MnPO konnte durch Untersuchungen
mit anterograd transportierten Tracern demonstriert werden, dass intranukleéare
Konnektivitaten selbst zwischen den drei Substrukturen des MnPO bestehen
(Uschakov, submitted).

Der MnPO gilt als integrative, neurogliale Struktur des anterioren Hypothalamus
fur die Regulation des Wasser- und Elektrolythaushaltes (Johnson & Thunhorst,
1997), der Korperkerntemperatur (Gerstberger et al., 2001) und des cardiovas-

kularen Systems (Tanaka et al., 1995).

1.3. Homoostase des Wasser- und Elektrolythaushaltes

Im Rahmen der Homdoostase des Wasser- und Elektrolythaushalts stellen das
Volumen und die Natriumkonzentration der extrazellularen Flissigkeit (EZF) die
wichtigsten Regelgro3en dar. Die EZF der meisten Saugetiere weist Osmo-
lalitatswerte von 280 - 310 mosm/kg auf (Penzlin, 2004). Wird die Osmolalitat
der EZF z.B. durch orale NaCl-Aufnahme oder renalen/kutanen Wasserverlust
erhoht, so ware ein osmotisch induzierter Wasseraustrom aus dem Intrazellu-
larraum in die EZF die Folge, da beide im osmotischen Gleichgewicht stehen.
Die Osmolalitat der EZF unterliegt genau wie andere physiologische Parameter
(patho-)physiologischen Schwankungen, die einer zentralen Regulation bedir-
fen. Die Verflugbarkeit von Wasser einerseits, sowie die Verluste von Wasser
und Salz etwa durch Atmung oder perspiratio insensibilis andererseits hangen
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von Umwelteinflissen ab und kénnen nur eingeschrankt regulatorisch vom
Organismus beeinflusst werden. Dagegen wird deren gezielte Aufnahme durch
Erzeugen des Durstgefuhls und Salzappetits sowie die renale Exkretion von
Wasser (Diurese/Antidiurese) und Natrium (Natriurese/Antinatriurese) durch die
neuronale, neuroendokrine oder vegetative Kontrolle des Trinkverhaltens bzw.
der Nierenfunktion gesteuert. Auf efferenter Seite des Regelkreises spielt dabei
neben der Aktivierung des zentralen Durstmechanismus und einer Modulation
der peripheren Sympathikusaktivitat vor allem das Hypothalamus-Neurohypo-
physen System im medialen Part des anterioren Hypothalamus eine wichtige
Rolle. Neuroanatomisch umfasst es den PVN, den SON und die Neurohypo-
physe. Die Perikarien der magnozellularen Neurone, welche das antidiuretische
Hormone Vasopressin (AVP) sowohl synthetisieren als auch freisetzten, befin-
den sich im PVN und SON (Landgraf et al., 1990). Die Axone dieser Neurone
bilden eine Hypothalamus-Hypophysen-Achse, die in der Neurohypophyse
endet. Uber das engmaschige GefaRsystem der Neurohypophyse gelangt AVP
in den Blutkreislauf und bedingt letztendlich die renale Antidiurese. Durch
Anderung der Impulsrate und —frequenz der hypothalamischen, magnozellula-
ren Neurone als Reaktion auf eine veranderte Plasmakonzentration an Natrium
bzw. ein verandertes EZF-Volumen wird der Plasmaspiegel des AVP reguliert
(Renaud & Bourque, 1991; Grindstaff et al., 1991). Die Homdostase von Osmo-
lalitdt bzw. Natriumkonzentration sowie Volumen der EZF bedingt die Detektion
der entsprechenden Ist-Werte durch zentrale und periphere Osmo- bzw.

Volumenrezeptoren.

1.3.1. Zentrale Osmorezeptoren/zentrale Osmosensitivitat

Zentrale Osmorezeptoren finden sich vor allem im anterioren Hypothalamus
(AV3V-Region), im Bereich der sensorischen circumventrikularen Organe SFO
und OVLT sowie des MnPO. E.B. Verney entdeckte 1947 als erster einen
Zusammenhang zwischen der Plasmaosmolalitat und der Freisetzung des
Vasopressins in die Blutbahn. Durch Infusion einer hypertonen NaCl- oder
Saccharose-, nicht jedoch Harnstoff-Loésung in die Arteria carotis eines euhy-
drierten Hundes konnte Trinkverhalten und eine Vasopressin-bedingte Antidiu-

rese ausgeldst werden. Da NaCl und Saccharose bei Permeabilitaten von 10 -
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10"*2 cm/sec Zellmembranen nicht ohne weiteres permeieren kdnnen, Harnstoff
hingegen eine Permeabilitat von 10 cm/sec aufweist, wurde postuliert, dass
NaCl und Saccharose, systemisch appliziert, zu einem intrazellularen Wasser-
verlust cerebraler Osmorezeptoren und somit zu einer zentralen Rezeption der
erhohten Plasmaosmolalitat fuhrten. Tierexperimentelle Lasions- und Applika-
tionsstudien erbrachten den Hinweis, dass diese zentralen Osmorezeptoren im
Bereich der praoptischen Region des Hypothalamus lokalisiert sind (Verney,
1957).

Erste Hinweise auf die Involvierung der anterio-ventralen Region des dritten
Ventrikels (AV3V) an der regulierten Freisetzung des AVP durch Anderung der
Plasmaosmolalitat lieferten Andersson et al. (1975). So verursachten Lasions-
studien des mittleren Vorderhirns inklusive der Lamina terminalis bei Ziegen
eine ausgepragte Adipsie; nach Infusion einer hypertonen NaCl-Losung in die
Arteria carotis blieb eine zu erwartende Antidiurese aus. Nach La&sion der
AV3V-Region bei Ratten zeigte sich eine erhéhte Plasmaosmolalitat, Hyperna-
triamie und Adipsie (Buggy & Johnson, 1977), und nach Trinkwasserentzug
AV3V-lasionierter Tiere setzte nur ein maRiges Trinkverhalten ein. Bei deutlich
erhohter Plasmaosmolalitat erwies sich die Erhéhung der AVP-Konzentration
als wesentlich geringer im Vergleich zu nicht-lasionierten Tieren (Carithers &
Johnson, 1985). Gezielte Ablationen des OVLT oder des SFO bei Hunden, Rat-
ten oder Schafen (Mangiapane et al., 1984; McKinley et al., 1984; Thrasher et
al., 1980) induzierten u.a. Adipsie und Hypernatriamie und deuteten darauf hin,
dass osmorezeptive Strukturen auch in den sensorischen CVOs der Lamina
terminalis lokalisiert sind. Bei Schafen bewirkte v.a. die kombinierte Ablation der
Lamina terminalis Strukturen eine schwere Beeintrachtigung des Trinkverhal-

tens sowie der AVP-Freistzung nach Infusion hypertoner NaCl-L6sung.

Bourque und Mitarbeiter (2007) untersuchten OVLT-intrinsische Neurone an
hypothalamischen Gewebeschnitten und in frisch dissoziierten Kulturen in
Calcium-freien Medien. Die Applikation hypertoner Losungen fihrte in beiden
Versuchsmodellen zu einer Depolarisation der Neurone und beruhte auf der
Aktivierung nicht-selektiver Kationenkanale. Dass neben dem OVLT auch das

SFO an der hypothalamischen Osmorezeption beteiligt ist, demonstrierten in
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vitro Untersuchungen an hypothalamischen Gehirnschnitt-Praparationen. SFO-
intrinsische Neurone erhohten ihre Entladungsrate nach Applikation von hyper-
toner NaCl- oder Mannitol-L6ésung (Andersson et al., 2000; Day & Sibbald,
1988). Lasionen des innerhalb der BHS positionierten MnPO fuhrten ebenfalls
zu einer signifikanten Hemmung der osmotisch induzierten AVP-Freisetzung
(Mangiapane et al., 1983). Extrazellulare Ableitungen in vivo zeigten, dass
neuronale Subpopulationen des MnPO, die efferent zum SON projizieren, ihre
Entladungsrate nach systemischer Applikation von hypertoner NaCl-Losung
erhohten, was auf deren Osmosensitivitat hinwies (Aradachi et al., 1996;
McKinley et al., 1992). Aufgrund elektrophysiologischer Studien wurde die Be-
deutung des Zusammenspiels von MnPO, OVLT, ventraler AV3V Region und
SON im Rahmen der hypothalamischen Osmoregulation postuliert. Elektrische
Stimulation des MnPO und der ventralen AV3V fuhrte zu Exzitationen von SON-
Neuronen (Honda et al., 1990). Die direkte Mikroinjektion von Lidocain als
Lokalan&sthetikum und Hemmstoff spannungsabhéngiger Natriumkanéle in den
MnPO unterdriickte die Exzitation von SON-Neuronen nach Stimulation der
AV3V Region, was auf eine integrative Funktion des MnPO als Relaisstation
hindeutete. Alle der untersuchten Neurone der AV3V Region, des MnPO und
des SON wiesen nach Applikation einer hypertonen NaCl-L6sung Exzitationen
auf. Dies fuhrte zu dem Schluss, dass MnPO, OVLT, vAV3V und der SON nur
gemeinsam einen potenten Osmorezeptor-Komplex bilden, der z.B. fir die
osmotisch kontrollierte Freisetzung des AVP verantwortlich ist (Honda et al.,
1990).

Neben der stereotaktischen Lokalisation der zentralen Osmorezeptoren ist die
Spezifitét dieser Rezeptoren Gegenstand intensiver Untersuchungen. So postu-
lierten Andersson und Mitarbeiter (1977), dass intrahypothalamische, periventri-
kulare ,Osmo“-Sensoren sensitiver auf Anderungen der Natriumkonzentration
als der Osmolalitat der EZF reagieren und moglicherweise den Natriumgehalt
der Cerebrospinalfitissigkeit (CSF) kontrollieren. Die Infusion hypertoner, mit
NaCl-angereicherter ,kinstlicher* CSF (aCSF) in einen der Lateral- bzw. den
dritten Hirnventrikel bei Schafen induzierte Trinkverhalten und Antidiurese, wah-
rend hypertone Saccharose diese Effekte nicht bewirkte, sondern den dipsoge-

nen und antidiuretischen Reaktionen nach intracarotidaler Infusion einer
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hypertonen NaCl-Losung entgegenwirkte. McKinley et al. (1978) verglichen die
Auswirkung der intracarotidalen Infusion von NaCl (1 M/L), Saccharose (2 M/L)
und Harnstoff (6 M/L) auf die Harnproduktion und den Natriumgehalt der CSF
beim Schaf. NaCl und Saccharose fuhrten zu einer raschen Trinkantwort und
Antidiurese, wahrend Harnstoff kaum einen dipsogenen und antidiuretischen
Effekt aufwies, jedoch die markanteste Erh6éhung der Natriumkonzentration der
CSF bewirkte. Bei Hunden induzierte Harnstoff eine Erhéhung der Osmolalitat
und des Natriumgehalts in der CSF, ohne ein dipsogenes Verhalten oder einen
Anstieg der AVP-Sekretion zu bewirken (Thrasher et al., 1980). Deutlich zeigte
sich hier der osmotische Effekt der Saccharose, unabhangig von der Natrium-
konzentration des CSF oder des Plasmas. Intracerebroventrikulare Infusion
einer hypertonen Saccharose-Lésung beeinflusste die Vasopressinsekretion
weniger als eine hypertone NaCl-Lésung beim Schaf (McKinley et al., 1978)
und beim Rhesusaffen (Swaminathan, 1980), jedoch gleichermal3en beim Hund
(Thrasher et al., 1980), was auf Spezies-spezifische Unterschiede in der Frage
nach der Existenz einer intrahypohalamischen Natrium- versus Osmosensitivitat
hinweist. Da es bei den genannten Lasionsstudien zumeist unklar blieb, ob
letztendlich die Destruktion auf zellularer Ebene oder die Verletzung durchzie-
hender Axone zu den erzielten Effekten fuhrte und dariber hinaus intracerebro-
ventrikulare Infusionen keine genauere Lokalisation Osmo- oder Natrium-sensi-
tiver Strukturen zulie3, fuhrten Peck et al. (1975) prazisere Studien durch.
Durch die intracraniale Mikroapplikation einer hyperosmolaren Saccharose-Lo-
sung in den Bereich der préoptischen Region und des anterioren Hypothalamus
der Ratte konnten die Autoren je nach Lokalisation Trinkverhalten und/oder

Antidiurese aufgrund erhdhter Vasopressin-Freisetzung auslésen.

Hinsichtlich zellularer/molekularer Mechanismen, welche der hypothalamischen
Osmosensitivitat zugrunde liegen, stellten Bourque und Mitarbeiter (2002) die
Theorie des ,stretch* Receptors auf, bei der Anderungen des Zellvolumens im
Vordergrund der zellularen Perzeption einer gednderten Osmolalitéat der EZF
stehen. Am Beispiel der magnozellularen, neurosekretorischen Neurone (MCN)
des Nucleus supraopticus (SON) bzw. der Neurone des OVLT demonstrierten
die Autoren mittels elektrophysiologischer patch-clamp Analysen das Vorkom-

men von transmembranalen Kanalen, die ihre Aktivitat in Abhangigkeit vom
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Dehnungszustand der Zellmembran andern und definierten diese als ,stretch
inactivated” ion channels (SIC) (Abb. 3). Ubertragen auf die Osmosensitivitét
der MCNs, namlich Zellschwellung bei hypotoner und Zellschrumpfung bei
hypertoner Umgebung ergeben sich folgende Konsequenzen: Bei hypotoner
Zellschwellung stellt sich eine Inaktivierung der SICs ein, die eine Reduktion der
zellularen Kationenleitfahigkeit und somit eine Hyperpolarisation der Zellmem-
bran zur Folge hat. Im Umkehrschluss fihrt eine hypertone Zellschrumpfung zu
einer Aktivierung der SICs und somit zu einer erhohten Kationenleitfahigkeit
und folgerichtig Depolarisation der Zellmembran. Weiterfihrende Untersuchun-
gen wiesen eine Gadolinium-Sensitivitat dieses unspezifischen Kationenkanals
nach (Abb. 3).

In dissoziierten Neuronen des SFO konnte kiirzlich ein atypischer Na*-Kanal
(Na,) nachgewiesen werden, welcher sich als sensitiv fur Anderungen des

Natriumgehaltes der CSF unabh&ngig von deren Osmolalitéat erwies (Hiyama et

Hypotonizitat Isotonie Hypertonizitat
(275 mosm/kg) (295 mosm/kg) (315 mosm/kg)
4]
1 '
L) o
Q .
L] (+] o T [+]
+]
a b ¢

Abb. 3: Schematische Darstellung der ,,stretch-inactivated ion channels (SIC)
im Rahmen der hypothalamischen, neuronalen Osmoperzeption

Bei physiologischer Osmolalitat der EZF (ca. 295 mosm/kg) (b) ist lediglich ein Teil der
SICs aktiviert und erlaubt einen limitierten Kationeneinstrom. Eine hypotone Umgebung
(a) induziert eine Zellschwellung und fihrt zu einer Abnahme der Offnungswahrschein-
lichkeit der SICs und somit Hyperpolarisation der Zelle. Im Gegensatz dazu bedingt
Hypertonizitat der EZF (c) eine Zellschrumpfung, diese wiederum eine Erhdéhung der
Offnungswahrscheinlichkeit der SICs. Der Anstieg des unspezifischen Kationenein-
stroms induziert eine Depolarisation des Neurons.
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al., 2004). In situ Hybridisierung zeigte eine Expression der Nay,-Kanal mRNA in
verschiedenen Regionen des Hypothalamus, v.a. den sensorischen CVOs wie
dem SFO (Goldin et al., 2000; Hiyama et al., 2004; Watanabe et al., 2000).
Grob et al. (2004) postulierten dartiber hinaus die Existenz eines spezifischen
Natriumsensors in Neuronen des dorsalen und ventralen MnPO. Anhand elek-
trophysiologischer Studien wiesen die Autoren bei diesen MnPO-Neuronen
einen aulRergewdhnlich hohen Membranwiderstand nach, worin sie die Erkla-
rung fiir die neuronale Na'-Sensitivitat in Strukturen der Lamina terminalis sa-
hen. Schon eine marginale Zunahme der extrazellularen Natriumkonzentration
erwies sich als ausreichend, um die MnPO-intrinsischen Neurone zu depo-
larisieren und eine ,spike” Aktivitdt zu induzieren. Durch die fehlende Gadolini-

um-Sensitivitat schlossen die Autoren einen Zusammenhang mit den SICs aus.

Genetische und molekularbiologische Untersuchungen lieferten kirzlich Hin-
weise darauf, dass Mitglieder der transient receptor potential vanilloid (TRPV)
Kanal-Familie eine Rolle bei der zellularen Osmosensitivitat spielen kdnnten.
Anhand von Untersuchungen der Signaltransduktion bei Metazoen konnte flr
die Subtypen TRPV-2 (Muraki et al., 2003) und TRPV-4 (Liedtke, 2005, 2007;
Strotmann, 2000) auch bei Saugetieren eine Beteiligung an der Ubertragung
osmotischer Informationen nachgewiesen werden. So zeigten TRPV-4 (-/-)
.knock-out* Mause nach systemischer, osmotischer Stimulation ein reduziertes
Trinkverhalten und eine verminderte AVP-Freisetzung (Liedke et al., 2003).
Neueste Untersuchungen implizierten zusatzlich eine Involvierung des TRPV-1
Gens, da TRPV-1 (-/-) Mause vergleichbar zu TRPV-4 (-/-) Mausen auf einen
hypertonen Stimulus reagierten (Ciura & Bourque, 2006; Strotmann et al.,
2000). Zusétzlich ergaben in vitro Studien von Ramsey und Mitarbeitern (2006),
dass die hypertone Aktivierung OVLT-intrinsischer Neurone der Wildtyp-Maus
nach Zugabe von Ruthenium Red, einem TRPV -spezifischen Kanalblocker,
supprimiert werden konnte. Uber eine zellulare Expression der osmosensitiven
TRPVs im MnPO selbst ist bislang nichts bekannt.
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1.3.2. Periphere Osmorezeptoren

Nach Infusion hyper- bzw. hypotoner NaCl-Lésungen in das Pfortadersystem
der Rattenleber in vivo zeigten elektrophysiologische Studien eine Zunahme der
Aktionspotentialfrequenz der hepatischer Anteile des Nervus vagus bei Meer-
schweinchen, Ratten und Kaninchen (Adachi et al., 1976; Andrews & Orbach,
1974; Niijima, 1969). Nach Lasion des N. vagus auf Ebene des Diaphragmas
konnten Baertschi und Vallet (1981) bei Hunden eine Abnahme der AVP-Aus-
schittung nach Infusion hypertoner Lésungen in das Pfortadersystem nachwei-
sen. Die Aktivierung des Hypothalamus-Neurohypophysen Systems nach
hypertoner Stimulation potentieller Osmorezeptoren im Innervationsgebiet des
Nervus splanchnicus konnte nach Lokalan&sthesie des thorakalen Ruckenmar-
kes unterdriickt werden (Vallet & Baertschi, 1982). Somit wurde die Existenz
peripherer Osmorezeptoren im durch den N. splanchnicus versorgten Mesente-
rium, im Pfortadersystem und der Leber selbst postuliert. Zusatzlich erhielten
Bisset und Chowdry (1988) Hinweise auf die Lokalisation von Osmorezeptoren
im Bereich des Oropharnyx und des Magens fur die frihe Detektion osmoti-
scher Stimuli durch oral aufgenommene Flussigkeiten und Nahrungsbestand-
teile. Die afferente Signaltransduktion beziglich Osmolalitat, Tonizitat oder
Natriumkonzentration der EZF werden Uber den N. vagus priméar zum NTS
(Kobashi & Adachi, 1985) und in die ventrolaterale Medulla (King & Baertschi,
1992) des Hirnstammes Ubermittelt. Durch neuroanatomische und elektrophy-
siologische Untersuchungen konnten axonale Projektionen von diesen Arealen
zu den magnozellularen Anteilen des PVN und des SON (Kannan & Koizumi,
1981; Tribollet et al., 1985), als Produktionsstatten des AVP, und den MnPO
nachgewiesen werden (Edwards et al., 1989; Saper et al., 1983). Hierbei han-
delt es sich um eine dichte, noradrenerge Innervation, ausgehend von der Al-
Zellgruppe der ventrolateralen Medulla, der A2-Gruppe des NTS und der A6-

Zellgruppe des Locus coeruleus (Grindstaff et al., 2000).

1.3.3. Periphere Volumenrezeptoren

Verédnderungen der Tonizitat der EZF von etwa 1-2 % fuhren zur Perzeption
durch systemische und/oder zentrale Osmo-/Natriumsensoren, und nachfolgen-

der Modulation zentraler (Wasseraufnahme, Salzappetit, AVP-Freisetzung) und
14



1 Einleitung

peripherer (Nierenausscheidung, Sympathikusaktivitat) Effektorsysteme. Die
Freisetzung des AVP aus den neurohypophysaren Nervenendigungen der MCN
wird jedoch nicht nur durch eine erh6hte Osmolalitdt der EZF, sondern auch
eine Reduktion des EZF-Volumens stimuliert (Thrasher, 1994). Das volumen-
regulatorische System ist durch eine vermeintlich geringere Sensitivitat charak-
terisiert. So bedingt erst eine isotone Verringerung des Blutvolumens um 10 %
bei Hund und Ratte, und mehr als 15 % bei der Ziege - vergleichbar mit einer
Reduktion des EZF-Volumens um 3 -5 % - eine Aktivierung der Volumensen-
soren (Share, 1980). Von Gauer (1972) erhobene Sensitivitdtsmessungen der
B-Typ Dehnungssensoren der Atria ergaben eine Abnahme der mittleren
Impulsfrequenz um 30 % bei einer Reduktion des EZF-Volumens um etwa 2 %.
Afferente Nervenimpulse von Dehnungsrezeptoren in der Vena cava, im rech-
ten und teilweise linken Atrium, im Aortenbogen und Sinus caroticus inhibierten
die AVP-Sekretion, wahrend die Abnahme der Impulsrate die Freisetzung
erhohte (Bisset & Chaudry, 1988). Barorezeptoren des Atrium und des Ventri-
kels signalisieren Anderungen des Blutvolumens, wahrend Rezeptoren im
Aortenbogen und Sinus caroticus Anderungen des arteriellen Blutdrucks detek-
tieren. Diese peripheren Informationen Uber den Status des intravasalen Blut-
volumens und arteriellen Blutdruckes werden Uber Afferenzen des N. vagus und

des N. glossopharyngeus an den NTS des Hirnstamms weitergeleitet.

Durch anterograd-virale Tracingstudien mit einem attenuierten Lentivirus konn-
ten Card et al. (2006) die efferente, catecholaminerge Projektion von Neuronen
der rostroventrolateralen Medulla zu den hypothalamischen Kerngebieten des
SON, PVN und MnPO aufzeigen. Dies weist zum einen auf eine zentrale Rolle
des MnPO im Rahmen der Regulation des Blutvolumens und — druckes hin und
verdeutlicht andererseits die Beteiligung des noradrenergen Transmittersys-
tems (siehe Kap. 1.6). Die Lasionierung der AV3V Region inklusive des MnPO
bei der Ratte erzeugten markante Beeintrachtigungen des Flissigkeitshaushal-
tes, aber auch des cardiovaskuldren Systems. Prézisere Lasionen des MnPO
unterdriickten durch Angll, Hyperosmolalitdt oder Hypovolamie induziertes
Trinkverhalten (Cunningham et al., 1991, 1992; Gardiner et al., 1983; Mangia-
pane et al., 1983), sowie die Sekretion von Vasopressin und die zentral vermit-

telte pressorische Reaktion (Yasuda et al., 2000). In elektrophysiologischen

15



1 Einleitung

Studien an der Ratte zeigten Tanaka et al. (1993), dass Neurone des MnPO,
welche ihrerseits in den PVN projizierten, sich teilweise als barosensitiv erwie-
sen. Bei Ratten konnte eine ausgepragte Sensitivitat fir vom MnPO in den SON
projizierende Neurone sowohl auf Anderungen des Blutvolumens als auch der
Plasmaosmolalitat ermittelt werden (Aradachi et al., 1996). Durch Abnahme des
Blutdrucks und/oder des Blutvolumens induzierten Johnson et al. (1985) eine
synaptische Freisetzung von NA der aufsteigenden noradrenergen, medullaren
Projektionen im Bereich der Lamina terminalis. Weiterfihrende Studien erga-
ben, dass die Efferenzen des NTS zum MnPO und die praoptische Region
hauptsachlich noradrenerg, die Projektionen der ventrolateralen Medulla zu
gleichen Teilen noradrenerg und adrenerg sind (Day et al., 1980; Saper et al.,
1983; Tucker et al., 1987). Diesen Ergebnissen folgend erzeugte die Reduktion
des EZF-Volumens eine erhdhte NA-Konzentration im SFO (Tanaka et al.,
1998) und einen erhdhten NA-Turnover im Bereich des MnPO (Wilkin et al.,
1987). Mikrodialysestudien detektierten einen signifikanten Anstieg der NA-Frei-
setzung im MnPO der Ratte nach elektrischer Stimulation des OVLT (Ushigome
et al., 2004), des SFO (Kariya et al., 1992) und nach systemischer Hypovolamie
(Miyakubo et al., 2003). Auf zellularer Ebene bewirkte die in vivo Stimulation der
Al-Region eine a-Adrenozeptor vermittelte Erhohung der Erregbarkeit der
MnPO-intrinsischen Neurone (Kariya et al., 1992). Somit zeigte sich, dass NA
einen wichtigen Neurotransmitter in der Lamina terminalis im Rahmen der hypo-
thalamischen Kontrollfunktion zur Konstanthaltung des EZF-Volumens darstellt
(siehe Kap. 1.6).

1.3.4. MnPO und efferente Kontrolle des Wasser- und Elektrolyt-

haushaltes

Das wichtigste Effektororgan zur Regulation des Wasser- und Elektrolythaus-
haltes stellt die Niere dar, welche die cardiovaskuldre und Elektrolythoméo-
stase durch drei Prinzipien kontrolliert: Modulation der Natriumausscheidung,
der Wasserausscheidung und der Reninsekretion. Die Nierenfunktion wird zum
einen vielfach humoral, zum anderen nerval kontrolliert. Sympathische Nerven-
fasern innervieren dabei Komponenten des renalen Gefal3systems, des Tubu-

lussystems sowie die granularen Zellen des juxtaglomerularen Apparates, vor
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allem die modifizierten Intimazellen der Vasa afferentia. Uber Anderungen der
renalen sympathischen Nervaktivitat (RSNA) werden die Produktion und Sekre-
tion des Renins und somit sekundér die renale Perfusion, die glomerulare Filtra-
tionsrate (GFR) sowie der tubulére Wasser- und Elektrolyttransport gesteuert
(DiBona, 2000). Die Reninsekretion wird durch die NA-Freisetzung und nach-
folgende Stimulation von 3;-Adrenozeptoren auf der Ebene der afferenten Arte-
riolen moduliert. So fuhrt z.B. die elektrische Stimulation der renalen Nerven zur
synaptischen Freisetzung von Noradrenalin und dadurch nachfolgender, erhoh-
ter Aktivitat des systemischen sowie intrarenalen Renin-Angiotensin-Systems
(RAS) (Yamaguchi et al., 2000). Intrarenal wie auch systemisch gebildetes
Angll bedingt, AT1-Rezeptor vermittelt, eine erhohte Ruckgewinnung von Was-
ser und Natrium, die in erster Linie auf die durch Vasokonstriktion bedingte
Erniedrigung der renalen Perfusion und GFR, teilweise auch auf gesteigerte
tubulare Resorption zurtickzufiihren ist (DiBona, 2000). Dartber hinaus stimu-
liert Angll préasynaptisch die Freisetzung von Noradrenalin aus RSN-Endigun-
gen in der unmittelbaren Umgebung tubularer Epithelzellen sowie Endothel-
zellen der GefalRe (Boke & Malik, 1983).

Hinweise auf eine Beteiligung der Lamina terminalis des anterioren Hypothala-
mus im Rahmen der efferenten Regulation der Nierenfunktion erbrachten Mikro-
applikationen von Angll in die Lamina terminalis, die bei Ratten die Reninsek-
retion (Weekly, 1992) und bei Schafen die RSNA erniedrigte (May & McAllen,
1997). Beide Effekte konnten durch zentrale Ablation der Lamina terminalis
unterbunden werden. Sly et al. (1999) gelang es mittels renaler Applikation
eines attenuierten Pseudorabies Virus als retrogradem, transsynaptischen
Tracer, eine direkte efferente, polysynaptische Verbindung vom ZNS zur Niere
darzustellen. Neben der Markierung der rostroventralen Medulla, des Nucleus
raphe, des NTS und des Locus coeruleus zeigten sich u.a. hohe Viruskonzen-
trationen im PVN, im OVLT, im SFO, in der praoptischen Region, im Nucleus
striae terminalis und im MnPO. Die elektrische Stimulation der AV3V Region
bzw. des MnPO bewirkte bei der Ratte einen Anstieg der RSNA und des
mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP). Hodchstwahrscheinlich wurden diese
Effekte Uber den parvozellularen Teil des PVN direkt an die pragangliondren

Neurone des intermediolateralen Horns des Rickenmarks Ubermittelt. Anstieg
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von RSNA und MAP konnten durch die lokale Applikation des Anasthetikums
Lidocain in den MnPO oder von Cobaltchlorid als transsynaptischem Blocker
bilateral in den PVN vermindert werden. Nach intraventrikularer Infusion
hypertoner NaCl-Lésung erhdhten sich erwartungsgemals RSNA und MAP; die
Aktivierung beider Effektorsysteme konnte wiederum durch Lokalandsthesie
des MnPO unterbunden werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass der MnPO
die Homdostase des Wasser- und Elektrolythaushaltes nicht nur durch die Kon-
trolle der AVP Sekretion und Wasseraufnahme reguliert, sondern auch Einfluss
auf die sympathische Innervation und somit auch auf die Regulation der Nieren-

funktion nimmt (Yasuda et al., 2000).

1.3.5. -IEG-mapping“ nach osmotischer und Volumenstimulation

Der molekularbiologische bzw. immunhistochemische Nachweis einiger Trans-
kriptionsfaktoren als ,immediate early gene“ Produkte in zentralen Neuronen-
verbanden ertffnete Ende der 1980er Jahre erstmals die Mdglichkeit, bei nicht
instrumentierten, wachen Versuchstieren eine spezifische Aktivierung von Ner-
venzellen im ZNS unter verschiedenen (patho-)physiologischen Versuchsbedin-
gungen sowie nach pharmakologischer Manipulation in vivo ohne invasive
Instrumentierung der Versuchstiere aufzuzeigen (Curran & Morgan, 1987; Mor-
gan et al., 1987). Der zellulare Nachweis des aus dem Zytosol nukle&r translo-
zierten Fos-Proteins stellt eine weitverbreitete Anwendung zur Markierung ,akti-
vierter* Neurone dar, so auch im Rahmen neurobiologischer Studien zur hypo-
thalamischen Kontrolle der Korperkerntemperatur bzw. des Salz- und Wasser-
haushaltes (Gerstberger et al., 2001; Rowland, 1998).

Das instabile, nukleare Phosphoprotein Fos reprasentiert das phosphorylierte
Translationsprodukt des c-fos Gens, welches zu den Protoonkogenen zahlt
(Sambucetti & Curran, 1986). Diese werden anhand der durch sie kodierten
Proteine in mehrere Gruppen eingeteilt, wobei das Produkt des c-fos Genes
den nuklearen Transkriptionsfaktoren zugeordnet wird. Zusammen mit dem
Protoonkogen c-myc zahlt c-fos zu der Gruppe der sog. ,mmediate early
genes” (IEG), die bei vielen Signalkaskaden die erste Antwort der Zelle auf
extra- oder intrazellulare Reize darstellen, und deren Genprodukte als Trans-
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kriptionsfaktoren ihrerseits nachfolgend die Aktivierung/Repression spezifischer
Gene induzieren. Die Expression des Fos-Proteins erfolgt nach Aktivierung
spannungsabhéngiger Calciumkanéle innerhalb von 30 - 45 min, wodurch je-
doch kein direkter zeitlicher Zusammenhang zwischen neuronaler Aktivitat und
Translokation des Fos-Proteins in den Zellkern abgeleitet werden kann (Morgan
& Curran, 1989). Das Fos-Protein besteht bei Mensch und Maus aus 380, bei
der Ratte aus 430 Aminosauren. Mit dem Produkt anderer Protoonkogene aus
der Jun-Familie bildet es als Heterodimer den Transkriptionsfaktor AP1 und
reguliert so im Zellkern die Transkription vieler an Zellwachstums- und -diffe-
renzierungsprozessen beteiligter Gene (Chiu et al., 1988; Morgan & Curran,
1988; Rauscher et al., 1988). ,IEG-mapping” kann nur dann als spezifischer
Indikator flr neuronale Aktivitat herangezogen werden, wenn unter nicht stimu-
lierten Bedingungen keine oder nur wenige Zellen immunhistochemisch detek-
tierbares, in den Zellkern transloziertes Fos-Protein enthalten (Rowland, 1998).
Eine konstitutive Expression von Fos ist im Rattengehirn lediglich im Cortex piri-
formis und im Thalamus dorsomedialis zu finden. Die Halbwertzeit dieses Pro-
teins betragt eine Stunde und die Zahl Fos-immunoreaktiver (Fos-IR) Zellen ist
dann meist maximal und bleibt fir 1 - 3 Stunden post-stimulus konstant (Row-
land, 1998). Besonders im Hinblick auf die Sensitivitdit der Fos-Expression
zeigte sich im direkten Vergleich mit anderen IEG-kodierten Proteinen wie
Fos B, Jun, Jun B, Jun D und Krox-24 bei unterschiedlichen Zeiten, dass Fos
den effektivsten Marker fir neuronale Aktivitdt im Hypothalamus darstellt
(Blume et al., 2005; Lanteri-Minet et al., 1994; LeBrun et al., 1995). So bietet
der histologische Nachweis der nukledren Translokation des Fos-Proteins eine
geeignete Madoglichkeit, neuronale Aktivierung im Bereich des Hypothalamus
(Raivich & Behrens, 2006), und hier speziell nach Beeinflussung des thermo-
bzw. osmoregulatorischen Regelkreises immunhistochemisch nachzuweisen
(Gerstberger et al., 2001; Patronas et al., 1998; Yoshida et al., 2002).

Alle veroffentlichen Studien bei Ratten zeigten nach einem 24-stindigen Trink-
wasserentzug Fos-IR im SON und PVN. Zuséatzlich zu diesen magnozellularen,
neurosekretorischen Strukturen wiesen viele Arbeitsgruppen markante Fos-IR
im MnPO, OVLT und moderate Fos-IR im SFO nach (Arnhold et al., 2007,
Fenelon et al., 1993; Hamamura et al., 1992; McKinley et al., 1994; Morien et
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al., 1999; Santana et al., 2007; Sladek & Olschowka, 1994; Xu & Herbert,
1996). Die Verteilung Fos-IR Zellen bei dehydrierten Mausen ahnelt der von
Ratten mit Markierungen im SON, PVN, MnPO, SFO und OVLT (Ueta et al.,
1995). Osmotische Stimulation durch intraperitoneale Applikation einer hyper-
tonen NaCl-Lésung induzierte auch bei Hilhnern, Tauben, Wachteln und Finken
eine Fos-Expression im OVLT, SFO, SON und PVN, was darauf hinweist, dass
der Osmorezeptorkomplex bei S&ugetieren und Vogeln ahnlich konzipiert zu
sein scheint (Sharp et al., 1995).

Durch geringen Blutverlust wird eine Reduktion des Blutvolumens ohne Veran-
erung der Plasmaosmolalitdt und des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP)
erreicht (isotone, normotensive, intravasale Hypovolamie). In Fos-Studien an
Ratten wurden durch akute, intravasale Hypovolamie spezifische neurogliale
Strukturen in der Medulla oblongata und im Hypothalamus aktiviert (Badoer et
al., 1992, 1993; Petrov et al., 1995; Shen et al., 1992; Ueta et al., 1995). Eine
transendotheliale Verschiebung der EZF kann durch die intraperitoneale oder
subkutane Verabreichung von hyperonkotischem, kolloidalen Polyethylenglycol
(PEG) erreicht werden. Die Applikation von PEG beeintrachtigt weder die Nat-
riumkonzentration des Plasmas noch den MAP (Stricker et al., 1979; Stricker &
Verbalis, 1986), und bedingt somit eine isotone, normotensive, intravasale
Hypovolamie. Den Effekt der PEG-induzierten Hypovolamie auf die Expression
von Fos dokumentierten Smith und Day (1995) durch i.p. Injektion einer 30 %-
PEG-LOsung. Es konnte Fos-IR im SFO, OVLT und MnPO detektiert werden.
Han et al. (1995) und Rowland et al. (1998) stellten nach subkutaner PEG-

Injektion zusatzliche Fos-Expression im magnozellularen SON und PVN dar.

1.4. Homoostase der Korperkerntemperatur

Die Kdrperkerntemperatur von Saugern liegt unabhangig von der Korpergrol3e
Spezies-spezifisch zwischen 36,0 und 39,0°C. Um diese jeweils in den engen
physiologischen Grenzen (+ 0,5°C) ihres Sollwertes konstant zu halten, bedient
sich der Organismus homoiothermer Tiere im Rahmen eines Regelkreises ver-
schiedener Stellglieder bzw. Effektormechanismen (Crompton et al., 1978; Hen-
sel et al., 1973; Simon, 1997). Die Grundlage hierflr ist eine autonome Tempe-
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raturregulation, welche efferente Mechanismen sowohl zur Steuerung der
Warmeabgabe als auch zur regulatorischen Warmebildung beinhaltet. Hierzu
gehdren die evaporative Warmeabgabe mittels Hecheln, Schwitzen oder Saliva-
tion, Anderung der peripheren Durchblutung, also Vasokonstriktion oder -dilata-
tion, Piloerektion zur Reduktion der aufReren Konvektion, muskuléres Zittern
und die zitterfreie Thermogenese durch Aktivierung des braunen Fettgewebes
(Chen et al., 1998; Roth, 2000; Simon et al., 1986; Simon, 1997). An der Koor-
dination dieser efferenten thermoregulatorischen Effektormechanismen ist die
praoptische Region (POA) des Hypothalamus malRgeblich beteiligt (Boulant,
1981). Um die Kdrperkerntemperatur in ihren engen Grenzen konstant zu hal-
ten, bedarf es einer prazisen afferenten Ubermittiung thermischer Informationen

an die integrativen Strukturen des Gehirns.

1.4.1. Periphere Thermorezeptoren und afferente Signaltransduk-
tion

BekanntermaflRen werden bei Saugetieren und Végeln Anderungen der Umge-
bungstemperatur bzw. der Koérperoberflachentemperatur durch kutane Thermo-
sensoren perzipiert und nach zentral vermittelt (Boulant, 1998; Reiner et al.,
1980). Bei beiden Tierklassen wird zusatzlich zu Warm- und Kaltsensoren in
der Haut die Existenz tiefer gelegener Sensoren im Koérperinneren (Bauch- und
Brustorgane, Gefalle und Muskulatur) diskutiert. Die Kérperkerntemperatur wird
dartber hinaus von thermosensitiven Strukturen der POA, des anterioren Hypo-
thalamus, des Hirnstamms und des Ruckenmarks registriert (Boulant, 1998;
Griffin et al., 1996; Hammel et al., 1976; Schmidt & Simon, 1982; Simon et al.,
1986; Simon, 1997). Kutane Informationen beruhen dabei verstarkt auf Afferen-
zen von Kaltsensoren, wahrend die sensorischen Strukturen im Korperkern
vornehmlich warmsensitiv sind (Simon et al., 1996; Simon, 2000). Bei den kuta-
nen Kaltsensoren handelt es sich um kolbenartige Terminalstrukturen markloser
C-Fasern bzw. dunner, myelinisierter Ad-Fasern (Hensel et al.,1974; Heppel-
mann et al., 2001), bei den noch ungenigend charakterisierten Warmsensoren
vorwiegend um freie Nervenendigungen von C-Faser Afferenzen (Vasilenko,
2000).
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Periphere Temperatursensoren sind Proportional-Differential Fuhler mit hoher
Temperaturempfindlichkeit, wobei sich eine parabolische Kennlinie mit einem
fur den jeweiligen Sensor charakteristischen Maximalwert der Entladungsrate
ergibt (Pierau, 2001). Der Arbeitsbereich der kutanen Kaltsensoren liegt zwi-
schen 5 und 40°C. Die Temperaturabhangigkeit der elektrogenen Natrium-
Kalium-Pumpe im Bereich der C-Faser Endigungen scheint an der temperatur-
abhangigen Anderung des Generatorpotentials von Kaltsensoren beteiligt zu
sein. Die Blockade eines niederschwelligen Calciumkanals durch Menthol fihrt
zur Kalteempfindung und legte in den 1990er Jahren die Beteiligung einer
Calciumleitfahigkeit nahe (Schéfer et al., 1990). Neueste Ergebnisse beziiglich
des zugrunde liegenden Erregungsmechanismus von Kaltsensoren deuten
jedoch eher darauf hin, dass es sich um das Kalte-induzierte Offnen unspezifi-
scher Kationenkanale, sogenannter ,auswarts gleichrichtender* Calciumkanale
handelt, die der Familie der TRP-Kanéle (transient receptor potential) ange-
horen (McKemy et al., 2002; Okazawa et al., 2002). So reagiert der Trpm8 mit
einem depolarisierenden Calciumeinstrom auf Abkihlung sowie auf die phar-
makologische Aktivierung mittels Menthol (McKemy et al., 2002; McKemy,
2007; Peier et al., 2002); er weist einen maximalen Aktivierungsbereich bei 25 —
28°C auf. Ein zweiter lonenkanal (Akntm 1) wurde in vitro bei Temperaturen

erst unterhalb von 17°C aktiviert (Patapoutian et al., 2003).

Bei der Erregung der Warmesensoren spielen ebenfalls TRP-lonenkanéle eine
wichtige Rolle. Man unterscheidet vier Rezeptorsubtypen (TRPV-1 bis TRPV-4),
die bei Saugetieren insgesamt die Spannweite (patho-)physiologisch vorkom-
mender Temperaturen abdecken. Neben TRPV-1 und TRPV-2, welche erst bei
Temperaturen Uber 42°C direkt depolarisierbar und somit eher der Schmerz- als
Temperaturperzeption zuzuordnen sind, lassen sich TRPV-3 Kanale bei
Temperaturen von 34 — 38°C und TRPV-4 von 27 — 34°C aktivieren (Benham et
al., 2003; Caterina, 2007; Patapoutian et al., 2003; Wechselberger et al., 2006).
TRPV-4 konnte z.B. in den Keratinozyten der Epidermis lokalisiert werden
(Caterina, 2007).

Als Messfiuihler des Regelkreises zur Konstanthaltung der KT Ubermitteln die

peripheren Thermosensoren die aktuellen Istwerte der lokalen Hauttemperatur

22



1 Einleitung

Uber sensorische Afferenzen an die Laminae | und Il im Hinterhorn des Ricken-
markes. Namliches gilt fur die Afferenzen aus tiefen Korperregionen. Hier
erfolgt die Umschaltung auf Interneurone bzw. spinale thermoresponsive Neu-
rone. Im Tractus spinothalamicus (= Vorderseitenstrang) steigt der grofl3ere Teil
der aszendierenden Fasern zum Ventrobasalkomplex des Thalamus und fuhrt
Uber somatosensorische Areale des Cortex zur Wahrnehmung peripherer Tem-
peratursignale (Craig et al., 1994; Pierau, 2001). Der andere Teil der aszen-
dierenden Fasern gelangt Uber retikuldre, multisynaptische Bahnen entweder
direkt in den Hypothalamus, oder nach Umschaltung der Afferenzen im Bereich
des medullaren Nucleus raphe und anschliel3ender Weiterleitung an hypothala-
mische Strukturen wie die POA (Simon, 1997). Der exakte Verlauf der somato-
sensorischen Bahn vom Hinterhorn des Rickenmarks Uber den pontinen
Nucleus parabrachialis lateralis zur POA und vorrangig dem Kerngebiet des
MnPO konnte kurzlich durch die Kombination elektrophysiologischer Experi-
mente und viraler Tracingstudien erstmals eindeutig nachgewiesen werden
(Nakamura & Morrison, 2007). Die POA (sowie der MnPO) stellt(en) somit
einen wichtigen Endpunkt multisynaptischer, afferenter Nervenbahnen aus der

Peripherie an das ZNS im Rahmen der Thermoregulation dar.

1.4.2. Zentrale Thermorezeptoren / zentrale Thermosensitivitat

Hypothalamisch préaoptische Neurone weisen ebenfalls eine intrinsische Ther-
mosensitivitat auf (Boulant, 2000; Hammel, 1965). Dies bedeutet, dass diese
Neurone in der Lage sind, direkt die lokale, intrahypothalamische Temperatur
zu erfassen. Somit integriert die POA Informationen, vermittelt sowohl tber peri-
phere als auch lokale, in der POA befindliche Thermosensoren, gleicht diese
mit dem internen ,Sollwert” fir die physiologische Kdrperkerntemperatur ab und
koordiniert die thermoregulatorischen Effektormechanismen (Boulant, 1998;
Griffin et al., 1996; Nagashima et al., 2000). Die meisten sowohl in vivo als auch
in vitro durchgefiihrten Untersuchungen ergaben ein Vorherrschen warm-
gegenuber kaltsensitiven Neuronen auf der Ebene der POA. Sowohl die effe-
rente Kontrolle der Warmeproduktion als auch der Warmeabgabe wird in erster
Linie durch Signale warm- und nicht kalt-sensitiver Neurone der POA vermittelt
(Kanosue et al., 2001; Schmid et al., 1993; Simon, 2000) (Abb. 4). Nach
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heutiger Auffassung agieren die warmsensitiven Neurone der POA sowohl als
Thermosensoren beziiglich der lokalen Gehirntemperatur als auch Thermointe-
gratoren afferenter Informationen kutaner und viszeraler Thermosensoren
(Benarroch, 2007).

Wahrend altere Studien an hypothalamischen Gehirnschnittpraparationen nahe
legten, dass die Warmsensitivitdt hypothalamischer Neurone auf der Prasenz
depolarisierender, TTX-sensitiver Natriumstrome beruht (Kiyohara et al., 1990),
postulierten Boulant und Mitarbeiter (Boulant, 2006; Zhao & Boulant, 2005),
dass die neuronale Thermosensitivitat in erster Linie durch transiente Membran-
strome bedingt ist, welche die depolarisierenden Prapotentiale (= Schrittma-
cherpotentiale) zwischen aufeinander folgenden Aktionspotentialen bestimmen.
Dabei kommt der temperaturabhdngigen Inaktivierung eines kurzzeitigen
Kaliumaustroms (A-Strom) nach erfolgtem Aktionspotential und somit erhdhter
neuronalen Entladungsrate eine besondere Bedeutung zu (Griffin et al., 1996).

1.4.3. ,IEG-mapping*“ nach Warmeexposition

Die Expression und nukleare Translokation der Proteinprodukte einiger ,imme-
diate early genes" wie Fos z.B. in Neuronen des Hypothalamus stellt — wie
schon fur die Osmoregulation gezeigt (Kap. 1.3.5) — eine geeignete Mdglichkeit
dar, thermisch induzierte, neuronale Aktivierungsmuster sowie die Beteiligung
hypothalamischer oder medullarer Neuronenpopulationen an den zentralen
Mechanismen der Thermoregulation aufzuzeigen. Unter Bedingungen einer mil-
den Warmeexposition bis hin zum Hitzestress, einer Kalteexposition sowie der
pharmakologischen Induktion von Fieber wurden zahlreiche Studien mit mole-
kularbiologischem oder immunzytochemischem Nachweis der Fos-Transloka-
tion durchgefiuihrt. So verursachte eine zweitagige Hitzeexposition die 5 - 10
fache Zunahme der Anzahl Fos-IR Neurone in der medialen POA, der ventro-
medialen praoptischen Region (VMPO) und der lateralen hypothalamischen
Region (LHA) (Gerstberger et al., 2001; Patronas et al., 1998). Akuter Hitze-
stress zwischen 33 — 34°C fur 45 min bis zu 3 h induzierte eine deutliche Fos-IR
in der medialen und lateralen POA (inklusive OVLT und MnPO) und dem late-
ralen Septum (LS). Die anterio- und ventromedialen Teile der medialen POA
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wiesen die starkste Markierung auf (du Plessis et al., 2006; Kiyohara et al.,
1995; McKitrick, 2000; Santana et al., 2007; Scammell et al., 1993). Auch die
Hitzeexposition von Mausen und die pharmakologische Induktion von Fieber
beim Schwein fuhrten zu einer Fos-Expression in Strukturen wie MnPO, MPA,
PVN, OVLT und LS (Bachtell et al., 2003; Harikai et al., 2003; Vellucci & Par-
rott, 1994). Somit stellt der immunhistochemische Nachweis des Fos-Proteins
ein probates Mittel dar, spezifische Aktivierungsmuster in hypothalamischen

Kerngebieten im Rahmen der Aufrechterhaltung der KT darzustellen.

1.4.4. Praoptische Region (inkl. MnPO) und efferente Kontrolle

des Warmehaushaltes

Im Rahmen des thermoregulatorischen Regelkreises induzieren Abweichungen
vom Sollwert Warmeabgabe- bzw. Warmebildungsmechanismen. Bereits 1930
konnte gezeigt werden, dass die Erwarmung der praoptischen Region bei Ver-
suchstieren eine Reihe von regulatorischen Warmeabgabemechanismen (Erho-
hung der Salivation, Hecheln, Erh6hung der kutanen Durchblutung, Verhaltens-
anderungen etc.), die Kuhlung dieser neurogliale Struktur andererseits Warme-
bildungsmechanismen (Zittern, zitterfreie Thermogenese, kutane Vasokonstrik-

tion etc.) ausléste (Simon et al., 1996; Simon 1997).

1.4.4.1. Warmebildungsmechanismen

Zittern stellt einen unfreiwilligen Tremor der Skelettmuskulatur dar — einherge-
hend mit der Freisetzung von Warme — der physiologisch z.B. durch Kalte aus-
gel6st wird (Nagashima et al., 2000). Durch Ablationsstudien und elektrophysio-
logische Stimulationen konnte der posteriore Hypothalamus als wesentliche
Kontrollstruktur des thermoregulatorisch relevanten Zitterns identifiziert werden
(Stuart et al., 1961). In experimentellen Untersuchungen an Ratten zeigte sich,
dass Neurone des posterioren Hypothalamus, v.a. des dorsomedialen Anteils
(DMH), welche durch GABAerge warmsensitive Neurone der POA inhibiert wer-
den, exzitatorische Signale fur die Warmebildung durch Muskelzittern generie-
ren (Yoshida et al., 2002) (Abb. 4). Retikulospinale Neurone der Formatio reti-

cularis erhalten dabei ihrerseits synaptischen Input der DMH-intrinsischen
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Neurone und senden efferente Signale, vermittelt Gber den Tractus reticulo-
spinalis, Uber das Ruckenmark vor allem an die Skelettmuskulatur der Extremi-
taten zur Modulation des Zitterns (Nagashima et al., 2000).

Saugetierspezies verfigen Uber mehrere Méglichkeiten, auch ohne Muskelzit-
tern den Stoffwechsel und damit die Warmeproduktion des Organismus zu stei-
gern. Neben einer Erh6hung der metabolischen Rate durch thyroidale Hormone
(Silva, 1995) stellt vor allem die zitterfreie Thermogenese eine wichtige Mdglich-
keit der Warmebildung dar. Die zitterfreie Thermogenese besteht vor allem in
der Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien des
braunen Fettgewebes (BAT) zahlreicher Nagetiere sowie der meisten Haustiere
im frihen postnatalen Stadium, mit Ausnahme der Ferkel (Cannon et al., 1998).
Entstehung und Bedeutung der zitterfreien Thermogenese durch das BAT wur-
de vor allem am interscapularen Fett von Nagetieren untersucht. Die Entkopp-
lung der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien der Adipozyten fuhrt
zu einer Erwarmung des BAT und konduktiv / konvektiv des durchstrémenden
Blutes. Die dichte sympathische Innervation beeinflusst dabei Gber 33-Adreno-
zeptoren die Aktivitat einer spezifischen Lipase zur Bereitstellung freier Fettsau-
ren, den mitochondrialen Gehalt an UCP; (uncoupling protein) -Kanalen fur die
Unterbrechung des Protonengradienten zwischen innerer und auf3erer Mito-
chondrienmembran sowie die Vasodilation im BAT (Cannon et al., 1998). Pra-
motorische sympathische, im Bereich des Raphe pallidus lokalisierte, medullare
Neurone innervieren sympathische praganglionare Neurone der intermediolate-
ralen Zellsdule des thorakalen Ruckenmarks, welche ihrerseits nach Umschal-
tung auf postganglionare Neurone des Ganglion stellatum das interscapulare
BAT innervieren. Der Raphe pallidus wird vermutlich Gber pontine, inhibitori-
sche Neurone, den dorsomedialen Hypothalamus, die mediale POA und Neuro-
ne des MnPO moduliert (Abb. 4) (Bamshed et al., 1999; Dimicco & Zaretsky,
2007; Morrison, 2004; Morrison et al., 2008; Yoshida et al., 2003).

1.4.4.2. Warmeabgabemechanismen

Physikalische Formen der Warmeabgabe wie Konvektion, Konduktion oder
Strahlung kdénnen von Mensch/Tier lediglich durch ein modifiziertes Verhaltens-
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repertoire beeinflusst werden. Bei den regulatorisch kontrollierbaren Warmeab-
gabemechanismen wird zwischen nicht-evaporativen Formen, wie der erhéhten
kutanen Durchblutung, und evaporativen Formen, wie Transpiration, Hecheln
oder Salivation unterschieden. Ratten, die einer Warmebelastung ausgesetzt
werden, aktivieren zunéchst nicht-evaporative, und erst bei unzureichender

Kuhlleistung evaporative Warmeabgabemechanismen (Morimoto et al., 1998).

Die Vasodilatation peripherer HautgefalRe, wie z.B. der Schwanzarterie der Rat-
te oder der Ohrarterie des Kaninchens erhdht im Rahmen des aul3eren Warme-
stroms den Warmetransfer Gber das Blut an die Umwelt. Die nervale Kontrolle
der kutanen Durchblutung geht von einer Aktivierung spezifischer Neurone des
zentralen Hohlengraus (PAG) auf Ebene der Pons durch warm-sensitive Neu-
rone der POA aus. Gleichzeitig senden POA-Neurone inhibitorische Signale an
die vasokonstriktorischen Neurone des ventralen Tegmentum (VTA) (Abb. 4)
(Nagashima et al., 2000). Die medullaren pramotorischen Neurone, welche die
sympathische Efferenz zur Regulation der kutanen Durchblutung des Ratten-
schwanzes (Raman et al., 1983) und der Ohrarterien des Kaninchens beeinflus-
sen, sind im Nucleus raphe lokalisiert, und werden auf noch unbekannte Weise
von Neuronen des PAG und VTA innerviert (Abb. 4) (Kanosue et al., 2001,
Nagashima et al., 2000; Ootsuka et al., 2004).

Beispiele fur evaporative Warmeabgabemechanismen sind das thermoregulato-
rische Schwitzen bei Menschen, Rindern, Pferden, Antilopen und Kamelen
(Kanosue et al., 1990), das Hecheln bei Hunden, Kaninchen oder zahlreichen
Vogelspezies (Berb, 1997) und erhohte Salivation wie etwa bei Katze und
Ratte. Da Ratten nicht schwitzen kdnnen, sind ihre evaporativen, thermoregula-
torischen Effektororgane nicht die Schwei3- sondern die Speicheldriisen
(Stricker, 1971). Der Temperaturschwellenwert, bei dem diese evaporative
Kihlung aktiviert wird, liegt etwa bei 39,4 - 40,4°C (Horowitz, 1983; Kanosue,
1986). Bei Ratten und Beuteltieren wie dem Kanguru wurde beobachtet, dass
der vermehrt produzierte Speichel Uber das Fell verteilt wird, was an Putzver-
halten erinnert (,grooming*). Die bei der Verdunstung des Speichels entstehen-
de Kalte dient der Kihlung des Organismus. Die vermehrte Sekretion erfolgt

durch die Glandula submaxillaris und sublingualis, die sowohl sympathisch als
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auch parasympathisch innerviert werden (Stricker & Hainsworth, 1970). Die
efferente nervale Konnektivitdt zwischen Hypothalamus und Speicheldriisen
wurde kirzlich durch den Einsatz der viralen Tracing Methode aufgeklart.
Hubschle und Mitarbeiter (1998) wiesen nach Applikation eines Pseudorabies
Virus in die Speicheldrisen und dessen neurotropen, retrograden Transport
eine Markierung erster Ordnung im Nucleus salivatorius der Medulla oblongata,
eine Markierung zweiter Ordnung im PVN und dem lateralen Hypothalamus und

Vasodilatation Zitterfreie
Speichelsekretion -konstriktion Thermogenese
POA @
_____ il el b
PVN : PVN
\4
HT O O O AH
Q Q -/ LH
L CWT
Pons i? i? 9 O ‘
H ~ RRF
Medulla SSN' Praganglionares i ?
Neuron N. raphé
. Préganglionéres
RM Chordg tympani Neuron Neal?rong
----------- +— - O O O O O O O e . .. S
N +
Postganglionares Postganglionéres Postganglionsres
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Spe eicheldrusen BlutgeféalRe BAT
o
Abb. 4: Efferente neuronale Verbindungen von der praoptischen Region

(POA) zu den thermoregulatorischen Effektororganen

Es sind die dato bekannten neuronalen Efferenzen fur die Aktivierung der Speichel-
drisen (links) und des braunen Fettgewebes (rechts), sowie die Modulation des arte-
riolaren GefalRdurchmessers (mitte) im Rahmen der hypothalamischen Regulation der
Kdrperkerntemperatur aufgezeigt. Erhéhte Speichelsekretion und Vasodilatation die-
nen der Warmeabgabe; Vasokonstriktion, zitterfreie Thermogenese im braunen Fettge-
webe und Muskelzittern (nicht dargestellt) dienen der Warmeproduktion. (modifiziert
nach Kanosue et al., 2001).

Abkurzungen : AH = anteriorer Hypothalamus; DMH = dorsomedialer Hypothalamus;
HT = Hypothalamus; IML = intermediolaterale Zellsaule; LH = lateraler Hypothalamus;
cPAG = centrales, periaquaduktales Hohlengrau; MFB = mediales Vorderhirnbiindel;
POA = préaoptische Region; PVN = Nucleus paraventricularis hypothalami; RF =RRF
= Formatio reticularis; RM = Rickenmark; SSN = Nuclei salivatorii; VMH = ventro-
medialer Hypothalamus; VTA = ventrales Tegmentum
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eine Markierung dritter bzw. vierter Ordnung in der medialen und lateralen POA,
sowie Strukturen der Lamina terminalis (SFO, OVLT, MnPO) nach (Abb. 4).
Zusammenfassend bedeutet dies, dass die POA lber warmsensitive Neurone
die lokale Temperatur kontrolliert und efferente Signale an zahlreiche Stellglie-
der im Rahmen der Homoostase der Korperkerntemperatur sendet (Kanosue et
al., 1990, 2004).

1.5. Das nitrerge System des MnPO und der Lamina terminalis

Die Aktivierung spezifischer Neuronenpopulationen in den neuroglialen Struk-
turen der Lamina terminalis und der magnozellularen Kerngebiete durch osmo-
tische Stimulationen bzw. Hypovolamie einerseits und spezifischer Neurone der
POA, des MnPO und der LHA durch thermische Stimulationen andererseits
fuhrt unmittelbar zur Frage nach den jeweils beteiligten Transmittersystemen,
welche vor allem im Bereich des MnPO an der Verarbeitung und Integration der
afferenten Signale beteiligt sind. Die Entdeckung, dass Stickstoffmonoxid (NO)
als fluchtiges Gas die Funktion eines Neurotransmitters im ZNS und peripheren
Nervensystems besitzt, revolutionierte das Konzept neuronaler Kommunikation
(Bredt & Snyder, 1994). So wurde neuronal synthetisiertes NO als Neuromodu-
lator sowohl im Rahmen der zentralen Thermo- als auch Osmoregulation postu-
liert (Gerstberger, 1999; Kadekaro & Summy-Long, 2000; Simon, 1998). Zentral
synthetisiertes NO ist dariiber hinaus an der hypothalamischen Modulation des
Fress- und Trinkverhaltens (Calapai et al., 1992; Morley & Flood, 1992), der
circadianen Rhythmik (Watanabe et al. 1995) oder des Schlafverhaltens (Kapas
et al., 1994) als volatiler Neuromodulator beteiligt.

NO wird durch eine Gruppe von Oxidoreduktasen, den sogenannten Stickstoff-
monoxid-Synthasen (NOS), synthetisiert. Dabei existieren vier Isoformen der
NOS-Familie: die neuronale NOS (nNOS), die endotheliale NOS (eNOS), die
induzierbare NOS (iINOS) und die mitochondriale NOS (mtNOS). Letztere stellt
eine Isoform der nNOS dar, die an der inneren Membran von Mitochondrien
lokalisiert ist (Elfering et al., 2002). Neuronale NOS und eNOS werden als Ca?*-
Calmodulin abhangige Enzyme konstitutiv exprimiert (Mungrue et al., 2003) und
generieren NO uber wenige Minuten. Im Gegensatz dazu erweist sich die INOS
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als Ca®"-Calmodulin unabhangig und wird iber de novo Synthese reguliert
(Ebadi & Sharma, 2003). lhre Expression wird durch immunologische oder
inflammatorische Stimulation vorrangig in Makrophagen, Astrozyten oder Mikro-
gliazellen induziert, welche dann NO Uber mehrere Stunden bis Tage produzie-
ren (ladecola, 1995). Alle NOS Isoformen sind mit je vier prosthetischen Grup-
pen assoziiert: Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD), Flavin-Adenin-Mononucleotid
(FMN), Eisen-Protoporphyrin 1X (Ham) und Tetrahydrobiopterin (BH4). FAD,
FMN und Ham sind an der Redoxreaktion beteiligt. Hdm und BH4 bilden das
molekulare Gerust, welches den Substratkanal enthalt (Mayer et al., 1989;
Tahey & Marletta, 1989; Weih et al., 2003). Die NOS-Struktur besteht aus zwei
Biodomanen (C- bzw. N-terminal), die unabh&ngig von einander arbeiten. Zum
einen bindet die C-terminale Reduktase-Doméane Nicotinamid-Adenin-Dinucleo-
tidphosphat (NADPH), FAD, FMN und Ca®*-Calmodulin. Bei einer zytosolischen
Ca?*-Konzentration von (iber 400 nM/L bindet der Ca?* - Calmodulin Komplex
an diese Domane und fiihrt zu deren Offnung, wodurch der Einstrom von Elek-
tronen in das aktive Zentrum der NOS ermdglicht wird (Abu-Soud & Stihr,
1993; Esplugues, 2002). Die Erhoéhung des intrazellularen Calciums kommt
durch das Aktionspotential-bedingte Offnen spannungsabhéngiger Calciumka-
nale zustande. Die N-terminale Doméane besitzt eine Oxygenase-Aktivitat und
bindet BH4, Ham und L-Arginin (Stihr, 1999). Uber eine Redoxreaktionskette
(NADPH — FAD — FMN) werden in der Reduktase-Doméane Elektronen auf
das Eisen des Hams uibertragen, welches somit von Fe®*" zu Fe?* reduziert wird.
Hier wird unter aeroben Bedingungen L-Arginin zu L-Citrullin und NO umgesetzt
(Alderton et al., 2001).

Die nNOS wird sowohl in undifferenzierten (Bredt, 1994) als auch reifen Neu-
ronen exprimiert (Cork et al., 1998). Des weiteren konnte nNOS in Astrozyten
von Ratten (Arbones et al., 1996), der Adventitia cerebraler Blutgefal3e der
Ratte (Nozaki et al., 1993), cardialen und skeletalen Myozyten (Slivka et al.,
1994; Xu et al., 1999), humanem Lungenepithel (Asano et al., 1994), der rena-
len Macula densa (Tojo et al., 1994) und der humanen Haut (Shimizu et al.,
1997) nachgewiesen werden. Fur die nNOS lassen sich vier splice-Varianten
unterscheiden (Lee et al., 1997; Wang et al., 1999). Sowohl nNOSa als auch
NNOSu verflgen tber eine PDZ-Doméane (PSD-95 discs large / ZO-1 homology
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domain), welche an das PSD-95 (postsynaptic density protein 95) oder PSD-93
bindet und somit eine Lokalisation an subzellularen Strukturen (z.B. Proteine
des Zytoskeletts) aufweist, wahrend den zytosolischen splice-Varianten nNOS
und NNOSy diese PZD-Domane fehlt. Glutamatrezeptoren des NMDA-Subtyps
sind ebenfalls mit PSD-95 assoziiert (Kornau et al., 1995), wodurch sich die Co-
Lokalisation von nNOS und NMDA-Rezeptoren im zentralen Nervensystem
erklaren lasst (Bhat et al., 1995). Die nNOS kann auch auf post-translationalem
Niveau durch Phosphorylierung mittels Proteinkinasen und Calmodulin abhén-

gigen Kinasen reguliert werden (Bredt & Snyder, 1994; Nakane et al., 1991).

Aufgrund seiner physikalischen Eigenschaften kann NO nicht wie klassische
Neurotransmitter bis zur Ausschittung in synaptischen Vesikeln gespeichert
bzw. durch Exozytose freigesetzt werden. Als volatiles Gas wird es erst nach
exogener Aktivierung des generierenden Enzyms de novo synthetisiert und ist
frei diffusibel. Neuronal produziertes NO erweist sich als &auf3erst kurzlebig
(Krukoff, 1999; Lancaster, 1994) bei einer mittleren biologischen Halbwertszeit
von 0,1 -2 sec im extravaskularen Gehirnparenchym (Thomas et al., 2001)
bzw. 1,8 msec im Blut (Liu et al., 1998). Die durch NO ausgeltste Signalkaska-
de erfolgt hauptsachlich tber die Aktivierung der zytosolischen Guanylatzyk-
lase, welche die Umsetzung von Guanosin-Triphosphat (GTP) zum zyklischen
Guanosin-Monophosphat (cGMP) katalysiert. Als intrazellularer second mes-
senger aktiviert cGMP nachfolgend beispielsweise die Proteinkinase G (Butt et
al., 1993) und Phosphodiesterasen (Ono & Trautwein, 1991), und nimmt somit
indirekt Einfluss auf die Funktion von lonenkanalen (Ahern et al., 2002). Einen
cGMP-unabhéangigen Signalweg des NO stellt die S-Nitrosylierung als post-
translationale Modifikation von Proteinen wie z.B. lonenkanalen dar (Ahern et
al., 2002; Guix et al., 2005). Sie erfolgt direkt Gber eine komplexe, chemische
Reaktion ohne Beteiligung von Enzymen. In Lysaten von Gehirngewebe konn-
ten, NO-vermittelt, insgesamt 15 S-nitrolisierte Proteine nachgewiesen werden
(Jaffrey et al., 2001). Auf Ebene der magnozellularen Neurone des PVN und
SON aktivierte NO auf diese Weise Ca**-abhangige Kaliumkanale in der Neuro-
hypophyse, wodurch die Impulsaktivitdt der Axonterminalen reduziert wurde,
und NO somit eine inhibierende Wirkung auf die Sekretion von AVP ausibte
(Kadekaro et al., 2007; Reis et al., 2007).
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Unter pathologischen Bedingungen ist NO an der Bildung von reaktiven Sauer-
stoffradikalen und ONOO- beteiligt. Aufgrund dieser Tatsache wird in der
Produktion von NO im neurotoxoischen Konzentrationsbereich und des daraus
resultierenden oxidativen Stresses die Ursache flr viele neurodegenerative
Erkrankungen gesehen. So konnte eine ursachliche Verbindung erhdhter neu-
ronaler NO-Synthese zu Erkrankungen wie z.B. Alzheimer, Parkinson, Hunting-
ton, amylotrophische Lateralsklerose und multiple Sklerose bereits aufgezeigt
werden (Chabrier et al., 1999).

Fir die Ratte wurde die Expression der nNOS in nahezu allen Kerngebieten
des Hypothalamus und der Medulla oblongata nachgewiesen, die an der Per-
zeption und Integration osmo-, volumen- und thermoregulatorischer Signale
beteiligt sind. Hierzu zahlen v.a. SFO, OVLT, MnPO, SON, PVN, die mediale
POA, VMPO, AP, NTS und die ventrolaterale Medulla (Bhat et al., 1995; Gerst-
berger, 1999; Gerstberger et al., 2001; lwase et al., 1998; Jurzak et al., 1994;
Krukoff, 1999; Liu et al., 1998; Maqgbool et al., 1995; Rodrigo et al., 1994; Wang
et al., 1999).

1.5.1. Physiologische Bedeutung des hypothalamischen NO fur

die Homoostase des Salz- und Wasserhaushaltes

Milde Dehydrierung fur 24 Stunden sowie chronischer Trinkwasserentzug fir 72
Stunden fihrten in den sensorischen CVOs (OVLT, SFO), MnPO, PVN und
SON, nicht jedoch der POA, zu einer signifikanten Erhdhung der nNOS-intrinsi-
schen NADPH-Diaphorase Aktivitat, welche durch die Formazan-Reaktion im
Gehirnschnitt sichtbar gemacht werden konnte (Ciriello et al., 1996; Gerstberger
et al., 2001). Der Enzym-histochemische Nachweis der NADPH-Diaphorase
Aktivitat wurde dabei fur Strukturen des zentralen Nervensystems mit dem Vor-
handensein der nNOS gleichgesetzt (Dawson et al., 1991). Unterstitzt wurden
diese Ergebnisse durch Autoradiogramme an unfixieren Gehirnschnitten. Dehy-
drierung des Versuchstieres erhdhte die Bindungskapazitat fir den Radioligan-
den N®-Nitro-L-[*H]JArginin in SFO, OVLT, PVN, SON und MnPO, jedoch nicht
der POA (Gerstberger et al., 2001). Nach chronischer Dehydrierung oder akuter
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bzw. chronischer Salzbeladung stieg die Expression der nNOS-spezifischen
MRNA in den MCNs des Hypothalamus signifikant an (Ciriello et al., 1996;
Kadowaki et al., 1994; Villar et al., 1994), teils einhergehend mit einer Zunahme
der Anzahl NADPH-Diaphorase positiver Neurone in PVN, SON, MnPO und
den beiden sensorischen CVOs der Lamina terminalis (Ciriello et al., 1996;
Ueta et al., 1995). Nach i.p. Applikation von PEG flihrte die dadurch induzierte
isotone und normotensive, intravasale Hypovolamie ebenfalls zu einer gestei-
gerten Expression der nNOS mRNA in SON und PVN der Ratte (Ueta et al.,
1998).

Die im Rahmen der zentralen Kontrolle des Salz- und Wasserhaushalts erhohte
Trinkwasseraufnahme nach Dehydrierung, exogener Salzbeladung, Hypovola-
mie oder erhdhten Angll Plasmawerten scheint zumindest teilweise durch intra-
hypothalamisch gebildetes NO vermittelt zu sein (Kadekaro et al., 1994; Kade-
karo & Summy-Long, 2000; Liu et al., 1998; Zhu & Herbert, 1997). Die postu-
lierte dipsogene Wirkung von NO wird untersttitzt durch experimentelle Untersu-
chungen, in welchen die icv Applikation hoch affiner nNOS-Antagonisten bzw.
NNOS mRNA-spezifischer Antisense-Oligodesoxynucleotide bei der wachen
Ratte zu einer markanten Unterdriickung der durch icv Angll Mikroapplikation
hervorgerufenen Trinkantwort fuhrten (Hudl 2003). Administration eines nicht
Subtyp-spezifischen NOS-Inhibitiors in das ventrikulare System des Rattenge-
hirns verursachte zudem eine reduzierte Glukose-Utilisation im Bereich des
MnPO und SFO, gleichbedeutend mit verminderter neuronaler Aktivitat (Kade-
karo et al., 1994). Gegensatzliche Befunde wurden von Calapai und Caputi
(1996) erhoben, wobei icv appliziertes L-Arginin zu einer Hemmung der durch
zentrales Angll oder systemische Dehydratation stimulierten Trinkwasserauf-

nahme flhrte.

Hinsichtlich der neuromodulatorischen Bedeutung des hypothalamischen NO
fur die Synthese von AVP in MNCs des PVN/SON bzw. seine neurohypophy-
sare Freisetzung liegen zahlreiche, sich oft widersprechende Publikationen vor.
Einige Arbeitsgruppen weisen fur NO eine stimulierende Wirkung auf die Frei-
setzung von AVP nach. So erhtéhte die bei Ratten vorgenommene icv Applika-

tion von S-Nitroso-N-Acetyl Penicillamin (SNAP), einem NO-Donor, den basa-
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len AVP-Plasmaspiegel (Ota et al., 1993). O Shea und Gundlach (1996) stellten
bei dehydrierten Ratten eine Zunahme der nNOS-Expression in den MCNs von
PVN und SON, bei steigender AVP-Freisetzung, fest und setzten dies mit einer
stimulierenden Wirkung von hypothalamischem NO auf die Aktivitdt der MCNs
gleich (O'Shea, 2003). Vacher und Mitarbeiter (2003) zeigten durch in vitro
Untersuchungen an hypothalamischen Gewebeschnitten der Ratte eine direkte
Beteiligung der cGMP-abhéngigen Signaltransduktion an der Regulation der
AVP-Freisetzung. Durch Applikation des nNOS-Antagonisten L-NAME konnte
dieser Signaltransduktionsweg inhibiert werden. Die Verabreichung von SNAP
bzw. L-Arginin als endogenem Substrat der nNOS in den Bereich der AV3V-
Region der Ratte I6ste einen Anstieg der neurohypophysaren AVP-Freisetzung

aus (Yamaguchi et al., 2000).

Andere Arbeitsgruppen wiederum sprechen NO eine hemmende Wirkung auf
die AVP-Freisetzung zu. Durch Versuche mit nNOS-knockout Mausen konnte
eine inhibierende Wirkung von NO auf die basale Freisetzung von Vasopressin
und Oxytocin nachgewiesen werden (Yamiva et al., 2007). Die i.p. Applikation
des nNOS-Inhibitors N-w-Nitroarginin bewirkte eine Senkung des AVP-Plasma-
spiegels (Kadowaki et al., 1994). Liu und Mitarbeiter (1998) postulierten, dass
NO unter normovolamischen, isotonen Zustanden die Freisetzung von AVP und
OT unterbindet, wahrend bei Dehydrierung die inhibierende Wirkung auf die
AVP-Freisetzung nachlasst und die auf OT verstarkt wird. Ahnliche Effekte
erzielte die Induktion einer Hypovolamie unter Einwirkung von Angll (Kadekaro
& Summy-Long, 2000). Eine weitere Moglichkeit der Beteiligung von hypothala-
mischem NO an der Modulation der AVP-Sekretion besteht in der zellularen
Interaktion des nitrergen mit dem noradrenergen Transmittersystem auf hypo-
thalamischer Ebene. Mittels in vitro Versuchen gelang es, NA als wichtigen
Regulator der AVP-Freisetzung zu identifizieren und fir NO eine modulierende
Funktion zu verifizieren (Kadekaro & Summy-Long, 2000). Aufgrund dieser viel-
faltigen Versuchsergebnisse scheint die Wirkung von hypothalamischem NO
vom Applikationsort der Testsubstanz (NO-Donor, nNOS-Antagonist) sowie
Zustand des Versuchstieres (Normovolamie, Hypovolamie, Isotonie, Hyper-

tonie) abhangig zu sein.
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1.5.2. Bedeutung des hypothalamischen NO fur die Hombostase

der Korperkerntemperatur

Exponiert man Ratten einer Umgebungstemperatur von 34°C fur 48 Stunden,
so resultierte dies in einem Anstieg der enzymatischen Aktivitat der nNOS
sowie Bindung des Radioliganden N®-Nitro-L-[*H]Arginin in der medialen POA,
VMPO, MnPO und eingeschrankt auch im OVLT, wahrend in PVN, SON und
SFO kein Aktivitatsanstieg dokumentierbar war (Gerstberger et al., 2001). Auf-
grund tierphysiologischer Studien liegen auch hinsichtlich der Rolle von intra-
hypothalamisch gebildetem NO fir die Homodostase der Kdrperkerntemperatur
(KT) einige Veroffentlichungen vor, wobei auch hier grundsatzlich zwischen der
peripheren und zentralen Wirkung der eingesetzten, NO-spezifischen Agenzien
zu unterscheiden ist. Diese Erkenntnis basiert auf widersprichlichen Ergebnis-
sen nach systemischer (Branco et al., 1997, 1998; de Luca et al., 1995; de
Paula et al., 2000; Sammell et al., 1996) bzw. intracerebroventrikularer Applika-
tion (Branco et al., 1997; de Luca et al., 1995; de Paula et al., 2000; Steiner et
al., 1998) von Modulatoren des nitrergen Signaltransduktionsweges. Desweite-
ren ist der thermische Zustand des Tieres (Normothermie, Hyperthermie,

Fieber) von grofRer Bedeutung.

Im Zustand der Normothermie fiihrte die icv Injektion des generellen NOS-Inhi-
bitors L-NAME zu einem leichten Anstieg der KT, weshalb NO eine thermolyti-
sche Funktion zugesprochen werden konnte (Branco et al., 1997; de Luca et
al., 1995; de Paula et al., 2000; Steiner et al., 1998). Auch die lokale Infusion
eines NO-Donors in den dritten Hirnventrikel des Kaninchens induzierte
Warmeabgabemechanismen wie einen Anstieg der Ohrhauttemperatur auf-
grund markanter Vasodilatation oder vermehrtes Hecheln und damit respiratori-
sche, evaporative Warmeabgabe, und bedingte somit eine Erniedrigung der
Korperkerntemperatur (Eriksson et al., 1997). Somit scheint NO unter normo-
thermen Zustanden im Rahmen der homdostatischen Regulation einen senken-

den Einfluss auf die KT auszuliben (Gerstberger, 1999; Simon et al., 1998).

Fieber ist durch eine hypothalamische Sollwertverstellung und dem daraus
resultierenden Anstieg der KT charakterisiert und kann durch eine Reihe von

.Pathogen-assoziierten molekularen Mustern“ (PAMPS), wie z.B. Lipopolysac-
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charid (LPS) Gram-negativer Bakterien, Membranbestandteile Gram-positiver
Bakterien oder RNA-Fragmente einiger Viren ausgelost werden. Die zugrunde
liegenden Mechanismen beeinhalten nach heutigem Wissensstand die Induk-
tion proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin-13, Interleukin-6, Interferon
und Tumornekrosefaktor a, wobei die Gruppe der Prostaglandine, v.a. Prosta-
glandin E,, im ZNS eine nachgeschaltete, modulierende Funktion Gbernimmt
(Roth et al., 2006; Wuchert et al., 2008). NO scheint ebenfalls an der pyrogen-
induzierten, febrilen Antwort als hypothalamischer Neuromodulator beteiligt zu
sein (Blatteis, 1998; Gerstberger, 1999; Kluger, 1991). Icv Injektionen eines
NO-Donors in einer Konzentration, welche die Koérperkerntemperatur eines
euthermen Tieres nicht beeinflusst, bewirkte beim febrilen Kaninchen eine Anti-
pyrese (Gourine, 1995). Mikroapplikationen des nicht-selektiven NOS-Antago-
nisten Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) in die anteroventrale, praoptische
Region (AVPO) des Hypothalamus febriler Ratten (aufgrund einer systemischen
LPS-Injektion) verstarkte die frihe Phase des LPS-Fiebers, wahrend Mikroin-
jektionen eines NO-Donors bzw. von 8-Bromo-cGMP in die AVPO-Region zu
einer Reduktion der KT fuhrten. Dies deutete ebenfalls auf eine antipyretische
NOerge Wirkung im Bereich des anterioren Hypothalamus hin (Steiner et al.,
2002). Fur eine intrahypothalamisch-antipyretische Aktivitat des NO sprechen
ebenfalls Daten aus Arbeiten von Gourine (2000), der zeigen konnte, dass die
icv Applikation eines NO-Donors die pyrogenen Effekte von IL-1 in der POA der
Ratte kompensieren konnte. Andererseits beschrieben Amir und Mitarbeiter
(1991) nach Applikation von L-NMMA in die POA die Attenuierung eines PGE,-
induzierten Fiebers. Neuere Untersuchungen anhand LPS-induzierten Fiebers
und icv bzw. intrapraoptischer Applikation von L-NMMA bestatigten diese
Ergebnisse (Begg et al., 2007). Eine mdglicherweise febrigene Aktivitat wurde
auch auf der Ebene lokaler NOerger Wirkung im Bereich des OVLT diskutiert
(Lin & Lin, 1997). Unter Bedingungen eines Fiebers scheint zentralem NO

jedoch in erster Linie eine thermolytische Wirkung zuzukommen.
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1.6. Das noradrenerge System des MnPO und der Lamina

terminalis

Neben NO stellt Noradrenalin (NA) einen wichtigen Neurotransmitter im Bereich
der Lamina terminalis im Rahmen hypothalamischer Kontrollfunktionen zur
Konstanthaltung des Salz- und Wasserhaushaltes sowie des Kreislaufs, aber
auch des Warmehaushalts dar. NA wirkt Uber al-, a2- und B-Rezeptoren (By-
lund et al., 1994), die alle zur Gruppe der transmembranalen, 7-helikalen Glyko-
proteine gehoren. Die AV3V-Region wird afferent von catecholaminergen Zell-
gruppen des Hirnstammes innerviert (Lindvall et al., 1974). Der MnPO als
Strukturkomponente der AV3V-Region im Speziellen enthalt Axonterminale der
noradrenergen Al/2-Zellgruppen und der adrenergen C1/2-Zellgruppen der
Medulla oblongata (Saper et al., 1983). Nervenfasern immunpositiv fir Dopa-
min-B-hydroxylase, einem Schlisselenzym der NA-spezifischen Biosynthese,
zeigten innerhalb der Lamina terminalis ein charakteristisches Verteilungs-
muster mit ausgepragter Innervation des OVLT, SFO sowie des MnPO (Abb. 5)
(Zardetto-Smith & Gray, 1987; Zardetto-Smith et al., 1993). Die Applikation von
6-Hydroxydopamin (6-OHDA) als catecholaminerges Neurotoxin in die AV3V-
Region bewirkte die Destruktion ihrer catecholaminergen Innervation und fuhrte
zu ahnlichen Effekten auf die Homoostase des Elektrolyt- und Wasserhaus-
haltes wie thermische L&sionsstudien in diesem Bereich. Hierzu z&hlten Adipsie
sowie ein fehlender Blutdruckanstieg nach zentral appliziertem Angll bzw. eine
abgeschwachte Induzierbarkeit experimenteller Hypertonie (Brody, 1980; Pickel
& Chan, 1995).

Funktionelle Studien haben eine Aktivierung noradrenerger medullarer Neurone
durch erniedrigten Blutdruck und Hypovolamie der EZF gezeigt (Quintin et al.,
1987), was darauf hindeutete, dass beide Signale der EZF aufsteigende, nor-
adrenerge Projektionen aktivierten und zu einer synaptischen Freisetzung von
NA in der Lamina terminalis fuhrten (Johnson, 1985). Diese Annahme wurde
durch Studien belegt, in denen eine Reduktion des EZF-Volumens zu einer
erhohten NA-Konzentration im Bereich des SFO (Tanaka et al., 1998) und
einem gesteigerten NA-Turnover im MnPO fuhrte (Wilkin et al., 1987). Injek-
tionen von NA direkt in den MnPO versursachten einem Anstieg des arteriellen
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Abb. 5: Immunhistochemischer Nachweis der Dopamin-3-hydroxylase im
dorsalen und ventralen Anteil des MnPO

Anhand dieser Ubersichtsaufnahme des dorsalen (d) und ventralen (v) MnPO ist die
ausgesprochen dichte Verteilung noradrenerger Nervenfasern und synpatischer Bout-
ons zu erkennen. Der immunhistochemische Nachweis des Schliisselenzyms Dopa-
min-B-hydroxylase in diesem hypothalamischen Kerngebiet erfolgte mittels indirekter
Immunfluoreszenz unter Benutzung eines polyklonalen priméren Antiserums aus dem
Kaninchen (Verdiinnung 1:1000). Versuchsdurchfiihrung siehe Material-Methoden Teil
Kap. 2.4.5.

AC = Commissura anterior; V Il =dritter Hirnventrikel; vMnPO = ventraler MnPO;
dMnPO = dorsaler MnPO

Blutdrucks mit assoziierter Bradycardie (da Silva et al., 1995). Die NA-Freiset-
zung aus Projektionen des Hirnstamms (NTS) erfolgte dabei umgekehrt propor-
tional zur Aktivitat systemischer Volumen-/Druckrezeptoren (Wilkin et al., 1987).
Die Inaktivierung der Al-Zellgruppe durch lokale Applikation von Lidocain redu-
zierte die Freisetzung von NA im MnPO bei durch Hamorrhagie bedingter Hypo-

volamie. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die medullare, noradre-
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nerge Innervation des MnPO eine wichtige Rolle im Rahmen der Homdostase

des cardiovaskularen Systems spielt (Tanaka et al., 2002).

In anderen Studien wurde dagegen eine Hemmung der stimulierten NaCl- und
Wasseraufnahme durch in den dritten Hirnventrikel injiziertes NA festgestellt,
was auf eine in der Fachliteratur vorherrschende Diskrepanz bezuglich gegen-
satzlicher Wirkungen des noradrenergen Systems hinweist. Die hemmende,
noradrenerge Modulation der Renin-vermittelten NaCl- und Wasseraufnahme,
sowie der unstimulierten und durch NaCl-Entzug induzierten NaCl-Aufnahme
konnte auf eine ay-spezifische Rezeptorinteraktion von praoptisch wirkendem
NA zurlckgefuhrt werden (de Paula et al., 1996; Sato et al., 1996; Sugawara et
al., 1999). Dies stimmt mit den Untersuchungen in anderer Regionen wie dem
medialen Septum und lateralen Hypothalamus Uberein (Ferrari et al., 1997;
Yada et al., 1997). Andererseits wurde im SFO und der medialen POA der
Ratte die Beteiligung von B-Rezeptoren an der Angll vermittelten Trinkantwort
gezeigt (Bastos et al., 1994; Saad et al.,, 1985). Das noradrenerge System
scheint also Uber a,-Rezeptoren eine Hemmung und Uber B-Rezeptoren eine
Stimulation der NaCl- und Wasseraufnahme in Strukturen der Lamina terminalis
sowie der POA zu bewirken. Untersuchungen von da Silva et al. (1995) zeigten
dagegen, dass im MnPO a;- und a»-Rezeptoren, nicht aber -Rezeptoren, die
Angll-induzierte Trinkantwort vermitteln bzw. modulieren. So wurde nach Hem-
mung o—adrenerger Rezeptoren im PVN eine verringerte Trinkantwort auf in
das SFO-injiziertes Angll beobachtet (Tanaka, 2002). Die Aktivierung adrener-
ger Rezeptoren moduliert dartber hinaus die durch zentrales Angll induzierte
Natrium-, Kalium- und Urinausscheidung der Nieren, welche durch zentrale
Blockade [3-adrenerger Rezeptoren gesteigert und Hemmung o;- und op-

adrenerger Rezeptoren reduziert wurde (Silva et al. (1995).

In der 1960er bis 1980er Jahren wurde die These der noradrenergen Modula-
tion der hypothalamischen Temperaturregulation, moglicherweise durch Beein-
flussung des Sollwertes direkt oder der Schwellenwerte fur die Aktivierung vor
allem der Kalteabwehrmechanismen, diskutiert (von Euler, 1961). NA sollte
dabei einen Gegenspieler zu Serotonin als weiterem biogenen Botenstoff dar-

stellen. Mikroinjektionen beider Transmitter in den medianen Bereich des Hypo-
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thalamus, nicht jedoch offensichtlich die POA selbst (Roth et al., 2001), beein-
flussten die Korpertemperatur antagonistisch bei mehreren Spezies (Blatteis,
1981; Bruck, 1980; Feldberg, 1963; Hellon, 1975). Die stereotaktische Applika-
tion von NA in den medialen Hypothalamus von Meerschweinchen etwa stei-
gerte die Warmeproduktion und verschob die Zitterschwelle zu Werten einer
hoheren mittleren Kdrpertemperatur (Zeisberger et al., 1971, 1987). Vergleich-
bare thermogenetische Reaktionen waren auch nach elektrischer Stimulation
lateral-medullarer Hirnstammregionen im wachen Meerschweinchen erzielt wor-
den (Szeleny, 1977). Neuere Studien zur Verifizierung der modulatorischen
Potenz noradrenerger Afferenzen auf die Entladungsrate thermosensitiver
POA-Neurone wurden an Urethan-anasthetisierten Ratten durchgefuhrt. Dabei
verursachten die mikroiontophoretischen Injektionen des al-spezifischen Anta-
gonisten Prazosin in the POA eine Hemmung warm-, kalt- sowie Temperatur-
insensitiver Nervenzellen, wodurch die antizipierte These einer ausgepragten
Bedeutung der noradrenergen Innevation fir die zentrale Thermoregulation -
entgegen der Meinung der Autoren - nicht untersttitzt werden konnte (Mallick et
al., 2002). Andererseits wird NA als wesentlicher, terminaler Neurotransmitter
im Rahmen der Fieberantwort auf Ebene der POA angesehen, und heute kann
in der POA synaptisch freigesetztes NA als wichtiger Mediator fur die durch
PAMPs oder Zytokine iniziierte Fieberantwort klassifiziert werden (Feleder et
al., 2004, 2007; Roth & Zeisberger, 2001).

1.7. Das intracerebrale Renin-Angiotensin System (CRAS)

Einen weiteren wichtigen Neurotransmitter, der an der hypothalamischen Kon-
trolle sowohl der Osmo- und Volumen- als auch Thermoregulation beteliligt ist,
stellt Angiotensin Il (Angll) dar. Die Biosynthese des neuroaktiven Angll erfolgt
Uber die C-terminale Hydrolyse des Vorstufenmolekils Angiotensinogen durch
die Aspartat-Protease Renin zum Dekapeptid Angiotensin |, welches durch das
Angiotensin-Converting Enzym (ACE) zum Oktapeptid Angll hydrolysiert wird.
Dieser Syntheseweg gilt sowohl fur peripher als auch zentral gebildetes Angll.
Im Gehirn existiert neben dem klassischen Weg eine direkte Umwandlung von
Angiotensinogen zu Angll durch Enzyme wie Cathepsin G oder Tonin (Lippoldt

et al., 1995). Aminopeptidasen (A und N) konvertieren Angll zu seinen ebenfalls
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neuroaktiven Fragmenten Anglll und AnglV (Mentlein & Ross, 1996), die Car-
boxylpeptidase P generiert aus Angll das neuroaktive Fragment Ang(1-7) (von
Bohlen und Halbach & Albrecht, 2006). Alle Komponenten des RAS, wie Enzy-
me, Vorstufenmolekile zur Synthese und Degradation von Angiotensin sowie
spezifische Rezeptoren konnten im Gehirn sowohl in Strukturen innerhalb als
auch aufRerhalb der BHS identifiziert werden (Lenkei et al., 1997; Muratani et
al., 1996). Erste Hinweise darauf erbrachten Ganten et al. (1971) durch die
biochemische Charakterisierung eines Renin-ahnlichen Enzymes im Gewebe
des caninen Nucleus caudate, wobei eine bilaterale Nephrektomie (peripherer
Syntheseort von Renin) die zentrale Reninkonzentration nicht beeinflusste. Der
Nachweis von zentralem Renin, Angiotensinogen und Angll erfolgte auf Protein-
ebene durch Radioimmunoassay und Immunzytochemie, auf entsprechender
MRNA Ebene durch molekularbiologische Methoden (Bunnemann et al., 1992;
Calza et al., 1982; Dzau et al., 1986; Ganten et al., 1971; Phillips et al., 1979;
Sernia, 1997). Somit stellt das Gehirn-intrinsische Renin-Angiotensin System
(cRAS) ein zum peripheren RAS analoges, moéglicherweise unabhangiges Sys-

tem dar (Antunes-Rodrigues et al., 2004).

Angll wirkt Gber spezifische membranstandige Rezeptoren, die in Losartan-
sensitive ATi;- und PD123319-sensitive AT,-Rezeptoren eingeteilt werden
(Bumpus et al., 1991). Es handelt sich dabei um G-Protein gekoppelte Rezep-
toren mit sieben Transmembrandomé&nen. Die Bindung des Peptids an AT;-
Rezeptoren fuhrt Uber Aktivierung der Phospholipase C zu einem Anstieg des
intrazellularen Calciums (Murphy et al., 1991; Sasaki et al., 1991). Autora-
diographische Bindungsstudien zeigten eine vor allem auf hypothalamische und
medullare Strukturen beschrankte Verteilung dieser Rezeptoren im Gehirn
vieler Sauger einschlie3lich des Menschen (Barth & Gerstberger, 1999; Gehlert
et al., 1985; Horowitz et al., 1999; McKinley et al., 1987; Mendelsohn et al.,
1984). Radioliganden-Bindungsstudien mit AT;- und AT,-spezifischen Antago-
nisten, Immunhistochemie und in situ Hybridisierung ergaben fir die hypothala-
mischen und medullaren Strukturen eine Dominanz des AT1-Rezeptors
(Bunnemann et al., 1992; Lenkei et al., 1997; Muratani et al., 1996; Rowe et al.,
1990; Song et al., 1992). Die hdchste Dichte an AT1-Rezeptoren wiesen dabei
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Strukturen mit Bedeutung fur die Homoostase des Wasser- und Elektrolythaus-
haltes auf. Dazu zdhlen v.a. SON, PVN, SFO, OVLT, MnPO, NTS und VLM.

Kombinierte immunhistochemische Tracingstudien zeigten, das Neurone des
SFO angiotensinerge Fasern in den MnPO entsenden (Lind et al., 1985). Im
Rahmen einer Hypovolamie oder Hyponatridmie der EZF aktiviert zirkulierendes
Angll aufgrund der fehlenden Blut-Hirn Schranke SFO-intrinsische Neurone, die
ihrerseits offensichtlich Gber efferente Konnektivitdten mit Angll als Neurotrans-
mitter diese Information an den MnPO weiterleiten (McKinley et al., 196; Thun-
horst et al., 1997). Bei Nagern konnte der AT;- Rezeptor dariber hinaus phar-
makologisch in die Subtypen AT und ATig differenziert werden (Iwai & Inaga-
mi,1992; Sandberg et al., 1992). Durch in situ Hybridisierung konnte eine hohe
Konzentration der AT1a-Rezeptor mRNA in SFO, OVLT, MnPO und PVN nach-
gewiesen werden, was darauf schlieRen lasst, dass der angiotensinerge Ein-
fluss auf cardiovaskulare Funktionen und die Wasser- und Elektrolythomdo-
stase durch diesen Rezeptorsubtyp vermittelt wird (Lenkei et al., 1995). So
konnte nach einem 48-stiindigen Wasserentzug im SFO eine geregelte Uberex-
pression der Angiotensinogen- und ATia-Rezeptor-spezifischen mRNAs doku-
mentiert werden (Barth & Gerstberger, 1999). Die Zelltyp-spezifische Biosyn-
these bzw. Lokalisation einzelner Komponenten des cRAS ist Gegenstand lau-
fender Forschung (Brenner, 2002; von Bohlen und Halbach & Albrecht, 2006).
Co-Lokalisation von Angiotensinogen mit glial fibrillary acidic protein (GFAP),
einem Glia-spezifischen Strukturprotein, fuhrte zur Vermutung, dass vornehm-
lich Astrozyten Angiotensinogen exprimieren. (Deschepper et al., 1986; Stornet-
ta et al., 1988). Andere Studien wiesen die Expression des Angiotensinogen-
Gens sowohl in Astrozyten als auch Neuronen nach (Imboden et al., 1987;
Sernia et al., 1997; Yang et al., 1999). Es ist nicht geklart, ob Angll intrazellular
in Neuronen gebildet wird oder extrazellulares Angiotensin | durch ACE konver-
tiert und das somit entstehende Angll neuronal aufgenommen wird (Brenner,
2002; Deschepper et al., 1986; Phillips et al., 1979; Saavedra & Chevillard,
1982).

Ablationsstudien der AV3V-Region bei der Ratte filhrten zu einer Suppression

von Angll-induziertem Trinkverhalten (Buggy & Fischer, 1976), und es konnte
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nachgewiesen werden, dass vor allem im MnPO lokalisierte AT;-Rezeptoren
diese Trinkanwort vermittelten. So bewirkte direkt in den MnPO appliziertes
Angll eine gesteigerte Trinkwasseraufnahme (O Neill & Brody, 1987), welche
durch eine zuvor durchgefiihrte, stereotaktische Ablation des MnPO vollkom-
men unterbunden werden konnte (Cunningham et al., 1992). Als Anzeichen
einer direkten Aktivierung MnPO-intrinsischer Neurone konnte gezeigt werden,
dass icv Mikroinjektionen von Angll eine c-fos Expression in zahlreichen Neuro-
nen des MnPO induzierten (Gerstberger et al., 2001; Herbert et al., 1992;
McKinley et al., 1995). Elektrophysiologische in vitro Untersuchungen an hypo-
thalamischen Gehirnschnittpraparationen der Ratte schliel3lich ergaben, dass
superfundiertes Angll zu einem transienten Einwéartsstrom im voltage-clamp
Modus sowie einer Depolarisation im current-clamp Modus bei mehr als 50 %
der MnPO Neurone fuhrte (Bai & Renaud, 1998). Es wurde aul3erdem nachge-
wiesen, dass systemisches oder intracerebroventrikulares Angll nur bei intak-
tem MnPO dipsogen wirken konnte, Lasionen des SFO alleine dagegen die
Trinkantwort nach zentral applizierten Angll nicht zu blockieren vermochten
(Lind & Johnson, 1981). Nach Kainat-Saure bedingter Zelldestruktion des PVN
konnte die Trinkantwort nach Applikation von Angll in das SFO unterbunden
werden (Gutman et al., 1988). Durch Kenntnis der efferenten Projektionen des
MnPO zum PVN zeigten elektrophysiologische Studien, dass Angll-sensitive
MnPO-Neurone die Aktivierung des SFO-intrinsischen RAS an den PVN Uber-
mitteln und somit das Trinkverhalten mediierten (Stocker & Toney, 2007; Tana-
ka et al., 1993). Elektrolytische Lasionen des MnPO flhrten zu einer Hemmung
der pressorischen Antwort auf zentral sowie peripher verabreichtes Angll
(O'Neill & Brody, 1987). Die Rolle des RAS als Mediator der Trinkwasser-
aufnahme nach PEG -induzierter Hypovolamie zeigte sich auch unter Blockade
des ACE. Die Verabreichung der ACE-Hemmstoffe Captopril und Enalapril, und
die damit reduzierte Angll-Bildung, fihrte zu einem antidipsogenen Effekt bei

hypovolamischen Tieren (Mann et al., 1988).

Weiterhin gibt es Hinweise auf die Beteiligung des hypothalamischen RAS an
der zentralen Kontrolle der Thermoregulation. Angll-positive Zellkérper und die
Expression des ATi-Rezeptors konnten in thermoregulatorischen Kerngebieten

des Hypothalamus auf beiden Seiten der BHS dargestellt werden (Lenkei et al.,
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1997; Lind et al., 1985). Zentral wirkendes Angll verbesserte die kutane, eva-
porative Warmeabgabe Uber den Schwanz der Ratte (Wilson & Fregley, 1985)
und verstéarkte bei peripherer Warmebelastung (Kregel et al., 1994) bzw. Erho-
hung der intrahypothalamischen Temperatur (Keil et al., 1994)die Freisetzung
des AVP aus der Neurohypophyse von Ratte respektive Kaninchen. Die zentra-
le Injektion des AT;-Rezeptorblockers Losartan bei Ratten unter Bedingungen
eines externen Hitzestresses hatte eine ausgepragtere Zunahme der Korper-
kerntemperatur als bei Kontrolltieren mit Injektion steriler, kiinstlicher Liquorflis-
sigkeit alleine zur Folge (Mathai et al., 2000). Vergleichbare Daten konnten
auch fur Ratten wahrend Laufrad-Aktivitat mit Belastungs-induzierter Hyper-
thermie verzeichnet werden (Leite et al., 2006). Horowitz und Mitarbeiter (1999)
zeigten dartber hinaus, dass die icv Mikroapplikation von Losartan den Tempe-
raturschwellenwert fir die periphere Vasodilatation anzuheben und denjenigen
fur die evaporative Warmeabgabe wéhrend Hitzestress zu senken vermochte.
Angll scheint als intrahypothalamischer Neurotransmitter also periphere
Warmeabgabemechanismen bei Hyperthermie unterschiedlicher Genese zu

stimulieren.

Noradrenalin und Angiotensin Il interagieren als Neurotransmitter auf hypotha-
lamischer Ebene im Rahmen der Homdostase von kardiovaskularem System
sowie Wasser- und Elektrolythaushalt, wie durch chemische Lasionen des
NAergen Transmittersystems in der Lamina terminalis angedeutet wurde. So
bewirkten Mikroapplikationen von 6-Hydroxydopamin in MNnPO und OVLT infol-
ge eines verminderten NA-Konzentration in diesen Kerngebieten eine Stérung
der Trankeaufnahme und eine reduzierte pressorische Antwort auf icv verab-
reichtes Angll (Bellin et al., 1987; Cunningham & Johnson, 1989; Cunningham
et al., 1991). Eine intakte, noradrenerge Innervation des MnPO scheint somit
essentiell sowohl fur die/das durch Angll induzierte pressorische Reaktion und
Trinkverhalten, als auch fir die Vasopressinsekretion zu sein (Cunningham et
al., 1991; Eng & Miselis, 1981; Lind & Johnson, 1982; Mangiapane et al., 1983;
Miselis, 1981). Es wurde postuliert, dass Angll aufgrund seiner Interaktion mit
NA hier als Neuromodulator fungiert. Eine Injektion des a-Adrenozeptor spezifi-
schen Antagonisten Phentolamin in den Bereich des MnPO bewirkte eine Ver-
minderung der im SFO durch zirkulierendes Angll vermittelten Trinkantwort bei
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Ratten (Tanaka et al., 2002). Auch bei der durch zentrales Angll induzierten
Natriurese, Kaliurese und Diurese ist NA als wesentlicher Transmitter beteiligt
(da Silva et al., 1995). Es wird postuliert, dass angiotensinerge Nervenendi-
gungen uber prasynaptische AT;-Rezeptoren die vesikulare Freisetzung von
NA aus medullaren Afferenzen bewirken, welches seinerseits tber a-Adreno-

zeptoren Angll-vermittelte Effekte moduliert.

1.8. Ziele der wissenschaftlichen Arbeit

Das erste Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit ist die Untersuchung der hypo-
thalamischen Kontrollfunktion des Wasser-, Elektrolyt- und Warmehaushaltes
bei der wachen Ratte unter besonderer Beachtung der in der Lamina terminalis
gelegenen neuroglialen Strukturen des Nucleus medianus praeopticus (MnPO).
Hierflr bedarf es der Etablierung von telemetrischen Versuchsmodellen, welche
die spezifische Beeinflussung des thermo- und/oder osmoregulatorischen
Regelkreises durch (1) milde Dehydratation, (2) isotone extrazellulare Hypovo-
lamie, (3) milde Warmeexposition sowie (4) Hitzestress der Versuchstiere
ermoglichen. Es erfolgt ein Computer-gestitztes on-line Monitoring wichtiger
Vitalfunktionen der beiden Regelkreise (zeitlicher Verlauf der Kérperkerntem-
peratur, der lokomotorischen Aktivitat und der Trinkwasseraufnahme), sowie
eine off-line Erfassung basaler Parameter der extrazellularen Korperflissigkeit
(Blut-Hamatokrit, Osmolalitat und Natriumkonzentration des Plasmas), um die
Spezifitat der jeweiligen thermischen oder osmotischen/Volumen- Stimulation

beurteilen zu kbnnen.

Als zweites Ziel soll unter Verwendung immunhistochemischer Methoden an
fixierten Gehirnschnitten der Ratte der Nachweis spezifischer neuronaler Akti-
vierungsmuster in hypothalamischen Kerngebieten, vorrangig dem MnPO und
OVLT, unter den Versuchsbedingungen (1) — (4) erbracht werden. Dazu wird
die zellular quantifizierbare nukledre Translokation des Transkriptionsfaktors
Fos als etabliertem neuronalen ,Aktivitditsmarker® herangezogen. Der kombi-
nierte zellulare Nachweis des nuklear lokalisierten Phosphoproteins Fos sowie
der zytoplasmatischen neuronalen Stickstoffmonoxid-Synthase (nNOS) in

MnPO und OVLT des Rattenhypothalamus soll eine Aussage Uber die Bedeu-
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tung von Stickstoffmonoxid (NO) als wesentlichem Neurotransmitter/-modulator
im Rahmen hypothalamischer Kontrollfunktionen fir Kdrperkerntemperatur und

Homoostase der extrazellularen Korperflissigkeit ermoglichen.

Das dritte Ziel besteht in der experimentellen Analyse der efferenten Projektion
osmotisch durch Trinkwasserentzug im wachen Tier aktivierter, MnPO-intrin-
sischer (nitrerger) Neurone in den parvozellularen Anteil des hypothalamischen
Nucleus paraventricularis (pPVN) als wichtigstem hypothalamischen ,Integrator”
afferenter Signalinformation. Dazu wird ein retrograd axonal transportierter
Tracer (true blue =TB) in einem stereotaktischen Eingriff direkt in the pPVN
narkotisierter Versuchstiere mikroappliziert. Nach optimiertem Zeitverlauf erfolgt
in fixierten Gehirnschnitten der kombinierte, (immun-)histologische Nachweis fur
transportiertes TB, nukleares Fos und zytosolische nNOS in Neuronen des
MnPO.

Noradrenalin (NA) aus medullaren Kerngebieten sowie Angiotensin Il (Angll)
aus Neuronen circumventrikularer Strukturen reprasentieren wichtige Neuro-
transmitter im Rahmen der zentralnervosen Kontrolle des Wasser-, Elektrolyt-
und Warmehaushalts sowie der Volumenregulation auf der Ebene des MnPO.
Als viertes Ziel der experimentellen Arbeit soll daher in einer neuroglialen
Primarkultur des MnPO neonataler Ratten in vitro die durch NA oder Angll in
Neuronen (nNOS-positiv versus —negativ) und Astrozyten induzierte Erhdohung
der intrazellularen Calciumkonzentration ([Ca®']i) (,calcium signalling“) unter-
sucht werden. Dazu wird eine pharmakologische Charakterisierung der NA-
spezifischen Rezeptoren mittels Einsatzes spezifischer Agonisten und Antago-

nisten angestrebt.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Autoklav Systec 2540 EL (Systec, D-Wettenberg)
Computer: IBM kompatible Pentiumrechner
Dampfdruck - Osmometer Vapor pressure 5500 (Wescor Inc., Logan, UT, USA)
Flammenphotometer 943 (Instrumentation Laboratory, Lexington, KY, USA )
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX50 (Olympus Optical, D-Hamburg)
mit digitaler schwarz-weil3 Kamera (Spot Insight, Diagnostic Instruments -
Visitron Systems, D-Puchheim) und dazu gehdriger Spot Insight
Software, (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA)
Metamorph, Version 5.05 (Diagnostic Instruments - Visitron Systems,
D-Puchheim)
Gefrier - Microtom Modell 1205, (Jung, D-Heidelberg)
Hamatokritzentrifuge , Mikrofuge Il, (Haereus, D-Heidelberg)
Heil3luftsterilisator ED 115/E2 (Binder GmbH, D-Tuttlingen)
Mikrospektrofluorimetrisches Imaging System Till Vision (Till Photonics,
D-Gréfelfing) bestehend aus:
Imago-Photonics Kamera S/N 380KL0423 (Till Photonics, D-Gréafelfing)
Mikroskop Olympus BX50WI 2 (Olympus Optical, D-Hamburg)
Durchlichtregler Olympus TH3 (Olympus Optical, D-Hamburg)
Monochromator und Polychrome Il (Till Photonics, D-Gréafelfing)
Software: Till Vision Version 3.0 (Till Photonics, D-Grafelfing)
Zellkultur-Messkammer (W. G. Kerckhoff-Institut, D-Bad Nauheim)
pH-Meter 765 Calimatic (Kleinfeld Labortechnik, D-Hannover)
Microflow Biological Safety Cabinet (Thermo Electrocorporation,
D-Langenselbold)
Reinstwassersystem Milli-Q Biocel (Millipore, D-Eschborn)
Schermaschine ( Aesculap, D-Tuttlingen )
Schlauchpumpen Minipuls-2 und Minipuls-3 (Abimed Analysen Technik,
D-Langenfeld)
Schuttler Typ 3011 (Roth, D-Karlsruhe)
Sicherheits-Bunsenbrenner (Fireboy) (Technomara, D-Fernwald)
Stereotaktisches Mikroapplikationssystem bestehend aus:
Stereotakter Model 900 (Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA)
Micropipette Puller PC-10 (Narishige, Tokio, Japan)

Binokkular Stemi SV8 (Zeiss, D-Oberkochen)
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Pulsgenerator und Pressure Unit ,lonophor” (Harvard Apparatus, D-March
Hygstetten)
Schwanenhalslampe Intralux 500 (Volpi AG, Zurich, Schweiz)
Surgical Bone Drill System (Harvard Apparatus, D-March Hygstetten)
Warmematte TR-100 FST+EA4013 (Messmer Elektronic,
D-Dettenhausen)
Thermoblock QBT (VWR, D-Darmstadt)
Tier-Telemetriesystem bestehend aus:
Klimakammer des Typs 10 US/+5 to +40 DU (Firma Weiss Umwelttechnik,
D-Reiskirchen) bestehend aus:
6 x Empfangerplatte RA -1000 (Minimitter Company Inc., Sunriver,
OR, USA)
6 x Kafige 30 x 24 x 22,5 cm (L x H x B) (W. G. Kerckhoff-Institut,
D-Bad Nauheim)
DP-24 Dataport (Minimitter Company Inc., Sunriver, OR, USA)
Sender VM-FH TR-3000 (Minimitter Company Inc., Sunriver, OR, USA)
Waagen (Accu Scan Instruments, Columbus, OH, USA
Software:
Accudiet 1.20, (AccuScan Instruments, Columbus, OH, USA)
Dataquest IV, (Minimitter Company Inc., Sunriver, OR, USA)
Vitalview, Version 3.1, (Minimitter Company Inc., Sunriver, OR, USA)
Tischrihr- und Heizgerat Combimag (Roth, D-Karlsruhe)
Transkardiale Perfusionsapparatur (W. G. Kerckhoff-Institut, D-Bad Nauheim)
Ultraschallbad Sonorex RK 100 (Bandelin, D-Berlin)
Vakuumpumpe XF 54 230 50 (Millipore, D-Eschborn)
Waagen: P1210N und AE 50 PM 2500 (Mettler Toledo, D-Giel3en)
Warmeschrank, Typ 5050 EK (Haereus, D-Hanau)
Wasserbad BF 15 (Renner GmbH, D-Dannstadt)
Zentrifuge MicroV, (Fisher Scientific, D-Schwerte)

2.1.2. Gebrauchsmaterial

Computerprogramme:
Adobe Photoshop, Version 7.0 (Adobe Systems GmbH, D-
Unterschleil3heim)
Graph Pad Prism®, Version 3.02 (GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA, USA)
Windows Microsoft Word, Version 6.0 (Microsoft Corporation, D-Minchen)
Windows Microsoft Excel, Version 6.0 (Microsoft Corporation, D-Munchen)
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Glasgefald Durchmesser 15 cm mit Polycarbonateinsatzen (W. G. Kerckhoff-
Institut, D-Bad Nauheim)
Hawksley Micro-Haematocrit Reader (Hawksley & Sons, London, UK)
Objekttragermappen (MAGV, D-Rabenau)
Operationsbesteck (Aesculap-Werke AG, D-Tuttlingen)
Pinsel (Rotmarderhaar) (Renensis, D-Flensburg)
Pipetten (1000, 500, 200, 100, 50, 20, 100-1000, 10-100, 2-10, 0,5-2 pl)
(Eppendorf AG, D-Hamburg)
Spatel (Roth, D-Karlsruhe)
Tierkéfige:
transparente Typ IV Polycarbonat-Kafige
(38x59x18cm /B xTxH) (FA. Dipl.-Ing. W. Ehret GmbH,
D-Emmerdingen)
transparente Typ Il Polycarbonat-Kafige
(28 x42 x15cm /B x T x H) (FA. Dipl.-Ing. W. Ehret GmbH,
D-Emmerdingen)

2.1.3. Verbrauchsmaterial

Deckglaschen 15 x 15 mm Stéarke 1 (fur Zellkultur) (Menzel GmbH,
D- Braunschweig)

Deckglaschen 24 x 60 mm Stéarke 1 (fur Immunhistochemie) (Menzel GmbH,
D-Braunschweig)

Einmalkantilen Sterican® 0,9 x 40 mm, 20 G (Braun, D-Melsungen)

Einstreu fur Tierkafige: Altromin Animal-Bedding (Altromin GmbH und Co KG,
D-Lage-Lippe)

Einwegspritzen BD Plastipak (Becton-Dickinson, D-Heidelberg)

Faden Surgicryl, 3 metric, (SMI AG, D-HUnningen)

Faltenfilter 604 1/2 (@ 240 mm), (Schleicher und Schuell GmbH, D-Dassel)

Flexiperm®-Mikro-12 Kammersysteme (Haereus, D-Hanau)

Glaskapillaren GB150-8P Borosilikat (& 1,3 mm, Lange 8 cm) (Science
Products GmbH, D-Hofheim)

Klingen fir Aesculap-Rasiermesser (Aesculap-Werke AG, D-Tuttlingen)

Objekttrager 76 x 26 mm (Menzel GmbH, D-Braunschweig)

Parafilm® (Roth, D-Karlsruhe)

Petrischalen (Plastik), 94/16 mm (Sarstedt, D-Numbrecht)

Petrischale (Glas), @ 11 cm (MAGV, D-Rabenau)

pH-Indikatorpapier (Merck, D-Darmstadt)

ReaktionsgefaRe 0,5 1,5 2 und 5 ml (Eppendorf AG, D-Hamburg)
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Roéhrchen, steril, 15 ml (Sarstedt, D-NUmbrecht)

Serologische Pipetten 1, 5 und 10 ml (Sarstedt, D-NUmbrecht)

Sterikan-Indikatorband (MAGV, D-Rabenau)

Teflonschlauche (@ 0,75 und 1,98 mm) (Kronlab, D-Sinsheim)

Tierfutter: Zucht-Diatfutter (Altromin GmbH und Co KG, D-Lage-Lippe)

Tupfer 15,2 cm (MAGV, D-Rabenau)

Tygon®-Schlauche (fiir Perfusionspumpe), GréRe 0.110 und 0.081
(Abimed Analysen Technik, D-Langenfeld)

2.1.4. Chemikalien

Athanol, vergallt (Schmidt, D-Dillenburg)

Athanol, unvergallt (Merck, D-Darmstadt)

Angiotensin Il (Angll) (Sigma Aldrich, D-Munchen)

Antikorper:

Primare Antikorper:
Mouse-anti-nNOS (Santa Cruz, D-Heidelberg)
Rabbit-anti-nNOS (Santa Cruz, D-Heidelberg)
Rabbit-anti-Fos (Santa Cruz, D-Heidelberg)
Mouse-anti-MAP (2a+2b) (Sigma Aldrich, D-Minchen)
Goat-anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) (DAKO Glostrup, DK)
Rabbit-anti-a1-adrenergic-receptor (Abcam, Cambridge, UK)
Sekundare Antikorper:
Alexa®488- donkey-anti-goat IgG (H+L) (MoBiTec GmbH, D-Géttingen)
Alexa®488- donkey-anti-rabbit IgG (H+L) (MoBiTec GmbH,
D-Gottingen)
AMCA-donkey-anti-mouse 1gG (H+L) (Dianova, D-Hamburg)
Cy3™. donkey-anti-rabbit IgG (H+L) (Dianova, D-Hamburg)
Cy3™. donkey-anti-mouse IgG (H+L) (Dianova, D-Hamburg)
Biotin-donkey-anti-rabbit IgG (H+L) (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA)

Avidin-Biotin- Blocking Kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)

B 27 (Gibco, D-Karlsruhe)

Bepanthen Augensalbe (Bayer Vital GmbH, D-Leverkusen)

Calciumchlorid (CaCl,) (Merck, D-Darmstadt)

Carbogen (Messer Griesheim GmbH, D-Neuried)

CELLocate® glass coverslips (Eppendorf, D-Hamburg)

Chromalaun (Merck, D-Darmstadt)

Citifluor® (Cityfluor LTD, London, UK)
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Cutasept (Bode Chemie, D-Hamburg)
4°6 — Diamidino—2-Phenylindol Dihydrochlorid (DAPI) (Mobitec, D-Géttingen)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,) (Merck, D-Darmstadt)
Dispase | (Roche Diagnostics, D-Mannheim)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich, D-Miinchen)
Entellan (Merck, D-Darmstadt)
Fetales Kalberserum (FKS) (PAA, Pasching, Osterreich)
Fluorescein Avidin D (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
Fluoromount (Serva, D-Heidelberg)
Fura-2 Acetoxymethyl(AM)ester (Fura -2- AM) (MoBiTec GmbH, D-Géttingen)
Gelatine (Serva, D-Heidelberg)
Gey’s Balanced Salt Solution (GBSS) (Tocris Biotrend Chemikalien GmbH,
D-Kadln)
D-Glukose (Sigma Aldrich, D-Miinchen)
L-Glutamat (Monosodium-Salz) (Sigma Aldrich, D-Miinchen)
L-Glutamin (Biochrom ,D-Berlin)
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (Biochrom ,D-Berlin)
Heparin (Ratiopharm, D-UIm)
HEPES Losung (PAA, Pasching, Osterreich)
HEPES Natriumsalz (N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N"-(2-Ethansulfonsaure)
(Sigma Aldrich, D-Munchen)
Histoclear (Ward's Natural Science, Rochester, NY, USA)
Kalibrierldsungen:
Flammenphotometer: Standard (Na/K 140/5 mmol/l)
Null-Lésung (Céasium-Diluent) (Instrumentation
Laboratory, Lexington, KY, USA )
Osmometer: OPTI-MOLE ™-Kalibrierungslésung
( 100/290/1000 mosm/kg), (MT Promedt Consulting, D-St.Ingbert)
pH-Meter: Qualilab Pufferlésung pH 6, 8 + 9, 27 (Kleinfeld Labortechnik,
D-Hannover)
Kaliumchlorid (KCI) (Merck, D-Darmstadt)
Ketaminhydrochlorid (Ketavet 10%, Pfizer GmbH, D-Karlsruhe)
Kohlenstoffdioxid (Messer Griesheim GmbH, D-Neuried)
Kresylviolett (Sigma Aldrich, D-Mlnchen)
Magnesiumchlorid (MgCl,) (Merck, D-Darmstadt)
Meloxicam (Metacam®, Boehringer, D-Ingelheim)
Natriumchlorid (NaCl) (Merck, D-Darmstadt)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PQO,) (Merck, D-Darmstadt)
Neurobasal-A (Gibco, D-Karlsruhe)
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Noradrenalin (Sigma Aldrich, D-Munchen)

Normal horse serum (NHS) (PAA, Pasching, Osterreich)

Paraffin (Minimitter Company Inc., Sunriver, OR, USA )
Paraformaldehyd (PFA) (Merck, D-Darmstadt)

Phosphate buffered saline tablets (PBS)(Sigma Aldrich, D-Munchen)
Penicillin/Streptomycin (Biochrom, D-Berlin)

Pentobarbital (Narcoren®, Merial, D-Halbergmoos)

Phenylephrin (Sigma Aldrich, D-Minchen)

Polyethylenglycol 4000 (PEG) (Sigma Aldrich, D-Minchen)
Poly-L-Lysin (Sigma Aldrich, D-Mnchen)

Prazosin (Sigma Aldrich, D-Miinchen)

Saccharose (Merck, D-Darmstadt)

Sauerstoff (Messer Griesheim GmbH, D-Neuried)

Steriles Wasser fur die Zellkultur (PAA, Pasching, Osterreich)
Tissue Tek® (Leica Instruments GmbH, D-Nussloch)

Triton X-100 (Sigma Aldrich, D-Munchen)

True Blue (Mobitec, D-Goéttingen)

Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2%, Bayer Vital GmbH, D-Leverkusen)

2.2. Versuchstiere
Als Versuchstiere wurden Wistar-Ratten der institutseigenen Zucht verwendet.
Im Rahmen der telemetrischen Untersuchungen und der retrograden Tracing-
Studie wurden méannliche Tiere mit einem Koérpergewicht (KG) von 270 - 350 g
eingesetzt. Fur die Imaging-Versuche in der primaren Zellkultur wurden 4 - 6
Tage alte Wistar-Ratten beider Geschlechts verwendet. Die Aufzucht erfolgte in
transparenten Polycarbonat-Kéfigen (Typ V) bei einer Raumtemperatur (RT)
von 23 + 1°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 % und einem Beleuch-
tungsregime von 12 :12 Stunden (= Std) (7:00/19:00 Uhr) Licht : Dunkel. Als
Einstreu wurde Altromin ,animal-bedding“ verwendet. Wasser und Futter
(Rattenzuchtfutter Altromin) standen ad libitum zur Verfigung. Nach Erreichen
des Absetzgewichtes von 110 + 10 g erfolgte eine Geschlechtertrennung und
gruppierte Umsetzung von bis zu funf Tieren in grof3en Polycarbonat—Kéafigen
(Typ IlI). Unter diesen Haltungsbedingungen verblieben die Tiere bis zum
Versuchsbeginn. Vor dem Beginn der Studie wurden beim RP Hessen die
durchzufiihrenden Tierversuche per Antrag genehmigt (Projektnummer V54-
19¢20/15(1)GI 18/2 Nr. 10/2005).
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2.3. Verwendete Elektrolytidsungen und Puffer
2.3.1. Losungen fur die Immunhistochemie

2.3.1.1. Phosphatpuffer (PB)

Die Basislésung aller Inkubations- und Waschschritte des immunhistochemi-
schen Protokolls stellte ein jeweils frisch angesetzter 0,1 M/L Phosphatpuffer
(PB) dar. Dieser Puffer wurde aus 0,2 M/L Stammldsungen von Dinatrium-
hydrogen-Phosphat (Na,HPO,) und Natriumdihydrogen-Phosphat (NaH,PQO,) in
Reinstwasser hergestellt. Durch Mischen von 720 ml NaH,PO, und 280 ml
Na,HPO, erhielt man einen 0,2 M/L PB mit einem pH-Wert von 7,4, welcher
durch Zugabe des gleichen Volumens an Reinstwasser (1 L) auf 0,1 M/L ver-
dinnt wurde. Die Kontrolle des pH-Wertes von 7,4 erfolgte durch pH-Meter

Messungen.

2.3.1.2. Prainkubationspuffer fur Immunhistochemie

Um bei immunhistochemischen Untersuchungen mit Antigen-spezifischen Anti-
korpern/-seren eine erhéhte Hintergrundfarbung zu vermeiden, mussten poten-
tiell unspezifische Antikorperbindungstellen (elektrische Ladungen, Bindege-
websstrukturen etc.) des Gewebepraparates abgesattigt werden. Hierzu wurden
dem PB 10 % normal horse serum (NHS) zugesetzt. Zur partiellen Permeabi-
lisierung des Gewebes (Gefriermikrotomschnitte) wurde als Detergens 0,3 %
Triton-X-100 hinzugefugt (Greis, 2007).

2.3.1.3. Inkubationspuffer fir immunhistochemische Untersuchungen

Zur Inkubation der Gewebeschnitte mit den priméaren bzw. sekundaren Anti-
korpern/-seren wurde dem PB 2 % normal horse serum und 0,1 % Triton-X-100
zugefigt. In dieser Lésung wurden die Antikdrper/-seren aus bei -40°C tiefge-
frorenen Aliquots durch Verdunnungsreihen auf ihre letztendlich eingesetzte
Konzentration gebracht.
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2.3.1.4. Avidin-Biotin Blocking Kit

Zur Absittigung potentieller Avidin— bzw. Biotin- spezifischer Bindungsstellen
im Gewebeschnitt wurden jeweils 50 ul des Blocking Kits in 1 ml 0,1 M/L PB

gelost.

2.3.1.5. Paraformaldehydlésung (PFA 4 %)

Die in der Immunhistochemie und -zytochemie eingesetzten spezifischen Anti-
korper/-seren sind gegen unterschiedliche Antigene gerichtet. Die spezifische
Bindung des Antikdrpers wird maf3geblich von der Konformation des Antigens
beeinflusst. Um diese und die Lokalisation des Antigens zu erhalten, muss das
zu untersuchende Gewebe fixiert werden. Hierzu wurde eine jeweils frisch
angesetzte 4 % Paraformaldehyd-Lésung (PFA) benutzt, deren fixierende Wir-
kung v.a. auf der Kreuzvernetzung reaktiver Gruppen in Polypeptidketten von
Proteinen beruht (Greis, 2007). Eine entsprechende Menge des pulverférmigen
Paraformaldehyds wurde unter dem Abzug abgewogen und unter Rihren bei
60°C in PB gel6st. AnschlieBend wurde die Losung mit Hilfe eines Faltenfilters
(@ 240 mm) filtriert und auf 4°C gekihlt. Die PFA-Losung wurde vor jedem
Versuch frisch angesetzt.

2.3.1.6. Physiologische Kochsalzlosung

Zur schnellen Entblutung wéahrend der transkardialen Perfusion der Versuchs-
tiere wurde eine 0,9 % Natriumchloridliésung benutzt (9 g NaCl / 1 L Reinstwas-

ser).

2.3.1.7. Saccharoseldsung (20 %)

Nach einstindiger Postfixation des Praparates in 4 % PFA musste die Fixa-
tionslosung mittels 10-min Waschung in PB aus dem Gewebe entfernt werden.
AnschlieRend diente eine 12-stiindige Uberfiihrung in 20 % Saccharoseldsung

in PB zur Kryoprotektion des Gewebes.
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2.3.1.8. Inkubationspuffer fir immunzytochemische Untersuchungen

Grundlage des Inkubationspuffers fur den Antigennachweis in der priméaren,
neuroglialen Zellkultur waren phosphate buffered saline tablets, die in einer
entsprechenden Menge Reinstwasser gelost wurden (PBS: pH 7,4 130 mM/L
NaCl, 8 mM/L NapHPO,, 1,2 mM/L NaH,PO,. Dieser Losung wurden 10 % féta-

les Kalberserum und 0,05 % Triton-X-100 zugesetzt.

2.3.1.9. Waschpuffer fir immunzytochemische Untersuchungen

Basislésung war PBS mit 0,05 % Triton-X-100.

2.3.2. Losungen zur Zellkulturpréaparation

2.3.2.1. Neurobasal-Medium A

100 ml des Neurobasal-Mediums wurden aus der Originalverpackung (500 ml)
steril entnommen und 2 % B 27, 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin und 2 mM/L

Glutamin hinzugefiigt. Diese Losung wurde als Zellkulturmedium verwendet.

2.3.2.2. Gey s Balanced Salt Solution (GBSS)

100 ml der GBSS wurden aus der Originalverpackung steril entnommen und
darin 5 % D-Glukose geldst. Die Loésung wurde in zwei ReaktionsgefalZen (Vol.
50 ml) angesetzt, deren Verschluss mit einer sterilen Kantle zweimal perforiert
wurde. Auf Eis gelagert und mittels einer Kaniile, die tUber ein Schlauchsystem
und Sterilfilter mit einer Sauerstoffdruckluftflasche verbunden war, wurde die
Losung fur ca. 20 min oxygeniert. GBSS diente als Losung fur die Herstellung
primarer neuroglialer Zellkulturen des MnPO in Praparationsschalen und Vibra-

tom.

2.3.2.3. Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)

20 ml der HBSS wurden steril aus der Originalverpackung (500 ml) entnommen
und 20 mM/L HEPES hinzugefligt. Die Losung wird in einem Reaktionsgefal}

(Vol. 50 ml) angesetzt, dessen Verschluss mit einer sterilen Kanule zweimal
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perforiert wurde. Auf Eis gelagert und mittels einer Kanule, die Uber ein
Schlauchsystem und Sterilfilter mit einer Sauerstoffdruckluftflasche verbunden
war, wurde die LOsung fur ca. 20 min oxygeniert. Diese Losung wurde zum
Ansetzen der Dispase-Ldosung und deren Inaktivierungslosung, zum Aufbewah-

ren der dissoziierten Gewebestlicke und zum Reinigen der Instrumente benutzt.

2.3.2.4. Ansetzen der Dispaselosung

Ein bei -20°C gelagertes Aliquot der Dispase (Vol. 1 ml) wurde im Heizblock
(37°C) aufgetaut und 2 ml HBSS zugeflugt. Die Gebrauchslésung enthielt eine

Enzymaktivitat von 2 U/ml.

2.3.2.5. Inaktivierungslosung der Dispase

Zur Inaktivierung der calciumabhéangigen Dispase wurden 10 ml HBSS 1 mM/L
EDTA zugefugt.

2.3.3. L6sungen fur Ratio - Imaging Messungen

2.3.3.1. Calciummesspuffer

Der Calciummesspuffer setzte sich aus folgenden Bestandteilen zusammen:
5 mM/L HEPES Natriumsalz, 130 mM/L NaCl, 10 mM/L D-Glukose, 5 mM/L
KCI, 1 mM/L MgCl; und 1,25 mM/L CaCl,. Er wurde fur alle Ratio-Imaging Mes-
sungen zur Erfassung der intrazellularen Calciumkonzentration in Zellen des
MnPO benutzt.

2.4, Methoden
2.4.1. Telemetrie

2.4.1.1. Der Sender

Um die Koérperkerntemperatur [°C] und die lokomotorische Aktivitat [ac] adulter
mannlicher Wistar—Ratten kontinuierlich erfassen zu kdnnen, wurden den Tie-

ren VM-FH TR-3000 Sender in die Bauchhohle implantiert. Bestehend aus zwei
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ineinander gesteckten Polyethylenzylindern mal3en sie 1,6 x 1,1 cm. Die Ener-
gieversorgung wurde durch eine Knopfzelle gewahrleistet. Um die Elektronik
des Senders nach Implantation vor peritonealer Flissigkeit zu schitzen, wurde
Paraffin bei 70°C in einem Warmeschrank geschmolzen und die Sender in das

erkaltende Paraffin eingebettet.

2.4.1.2. Vorbereitung des Senders

Nach Einbetten in Paraffin wurde die Sendefrequenz eines jeden Senders fur
37,0 £ 0,1°C und 41,0 £ 0,1°C bestimmt. Hierzu wurde ein Wasserbad auf die
jeweilige Temperatur erwdrmt und der Sender hineingelegt. Durch eine ober-
halb des Senders befindliche Empféangerplatte wurde die fur die jeweils vorherr-
schende Wasserbadtemperatur (37,0 £ 0,1°C und 41,0 £ 0,1°C) malfigebliche
Sendefrequenz an einen PC Ubermittelt und durch das Programm ,Dataquest

IV* erfasst und dokumentiert.

2.4.1.3. Implantation des Senders

Zur Implantation des Senders wurden die Tiere narkotisiert. Als Narkosemittel
wurde eine Mischung aus 0,53 ml Ketamin (10 %) und 0,3 ml Xylazin (2 %) ver-
wendet. Davon wurden 0,1 ml/100 g Kdrpergewicht (KG) intraperitoneal (i.p.)
injiziert. Zur Vermeidung postoperativen Schmerzes erhielten die Tiere vor dem
Eingriff 5 pul/200 g KG Meloxicam (7,5 mg/ml) subcutan (s.c.) steril injiziert. Zur
Vorbereitung des OP-Feldes wurde die Bauchdecke geschoren und mit 70 %
Alkohol desinfiziert. Nach peritonealer Erdffnung durch Stichinzision in der
Linea alba wurde der Sender in das Abdomen implantiert. Mittels eines resor-
bierbaren Fadens (Surgicryl, 3 metric) erfolgte die Adaptation des Peritoneum

und der Muskulatur durch Diagonalhefte, die der Haut mit Einzelheften.

2.4.1.4. Umsetzen der Versuchstiere in den telemetrischen Versuchs-
raum

Samtliche telemetrischen Untersuchungen fanden in einer Klimakammer des

Typs 10°US/+5 to+40 DU (2,15 x 2,15 x 2,65 m; L x B x H) mit je sechs Mess-

platzen statt. Nach Implantation der Sender wurden die Tiere einzeln in ihre
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Versuchskéfige verbracht. Diese Kafige bestanden aus transparentem Plexi-
glas, mal3en 30 x 22,5 x 24 cm (L x H x B) und wurden ca. 5 cm hoch mit Ein-
streu versehen. Der Deckel war mit mehreren Luftldchern versehen. Eine
Seitenwand bot durch Aussparungen Zugang zu Futter (gemahlen) und Was-
ser, das mittels einer Nippeltranke angeboten wurde. Die mit der Nippeltranke
durch einen Schlauch verbundene Wasserflasche stand in einer Halterung auf
einer Differenz-Waage. So war es mdglich, den Wasserverbrauch kontinuierlich
zu erfassen (Abb. 6). Zur Messung der Koérperkerntemperatur (KT) und der
lokomotorischen Aktivitat wahrend des Versuchs wurden die Kafige auf
Empfangerplatten gestellt (Abb. 6). Diese uUbermittelten die Sendefrequenzen
Uber den Dataport an ein Computer-Programm (,Vital View"), welches basie-
rend auf den Referenzfrequenzen fur 37,0 + 0,1°C und 41,0 £ 0,1°C den KT-

Verlauf dokumentierte. Mittels des im Sender enthaltenen Tragheitselements

receiver

Abb. 6: Schematische Darstellung der einzelnen Komponenten des telemetri-
schen Systems

Zur Messung der Korperkerntemperatur und der lokomotorischen Aktivitat wahrend des
Versuchs wurden die Kéfige auf Empfangerplatten (receiver) gestellt. Diese Ubermit-
telten die Sendefrequenzen an ein Computerprogramm (,Vital View"), welches den
Temperaturverlauf dokumentierte. Mittels des im Sender enthaltenen Tragheitsele-
mentes konnten Informationen Uber die Bewegungsaktivitdt des Tieres Ubermittelt
werden. Diese wurden durch ,Vital View" als activity counts [ac] aufgezeichnet. Die
Datenaufzeichnung erfolgte in 5-min Intervallen. Die Wasseraufnahme wurde ebenfalls
alle 5 min durch das Computerprogramm ,Accuediet” registriert.

58



2 Material und Methoden

konnten zusatzlich Informationen Uber die Bewegungsaktivitat des Tieres Uber-
mittelt werden. Diese wurden durch ,Vital View* als benennungslose ,activity
counts” [ac] aufgezeichnet. Die Datenaufzeichnung erfolgte in 5-min Intervallen
als punktuelle Messung. Die Wasseraufnahme wurde durch kumulative Diffe-
rentialwagung ebenfalls alle 5 min Gber den Dataport durch das Computer-Pro-
gramm ,Accudiet” registriert, die Gewichtszunahme der Tiere durch tagliches

Wiegen kontrolliert.

2.4.1.5. Auswertung der telemetrischen Daten

Alle erhobenen physiologischen Daten wurden von ,Vital View" (Korperkerntem-
peratur, lokomotorische Aktivitat) bzw. ,Accudiet* (Wasseraufnahme) in Excel
Tabellen tberfuhrt. Zur tbersichtlichen graphischen Darstellung des zeitlichen
Verlaufs der KT wurden fir jedes der insgesamt funf Tiere jeder Versuchsgrup-
pe mittels Kalkulations-Tabellen arithmetische Stundenmittelwerte (1-Std-MW)
aus zwolf 5-min Perioden errechnet. Fir jede Tierversuchgruppe erfolgte dann
die fortlaufende Berechnung der Mittelwerte der 1-Std-MW der Einzeltiere mit
entsprechenden SEM Werten (Sachs, 2004), und mittels ,Graph-Pad Prism
(GPP)“ wurde der zeitliche Kurvenverlauf der KT einer Versuchsgruppe prasen-
tiert. Die Darstellung des zeitlichen Verlaufs fir die lokomotorische Aktivitat
sowie die Trinkwasseraufnahme erfolgte in Form von Balkendiagrammen
(,GPP*) nach kumulativer Errechnung von fortlaufenden 1-Std Werten aus je-
weils zwolf 5-min Perioden fur beide Parameter und jedes Versuchstier. Fir
eine Tierversuchsgruppe erfolgte dann wiederum die Berechnung der Mittel-
werte der 1-Std-MW der Einzeltiere mit entsprechenden SEM Werten (Sachs,
2004).

Aufgrund der ausgepragten circadianen Rhythmik mit markanten Unterschieden
zwischen Tag- und Nachtphasen fir alle drei Messparameter (Korperkerntem-
peratur, Lokomotion und Trinkwasseraufnahme) wurde eine Unterteilung der
Licht- und Dunkelperioden in jeweils zwei Phasen zu je sechs Stunden Dauer
vorgenommen. Auf Basis der 1-Std-MW wurden arithmetische (KT) oder
kumulative (Lokomotion, Trinkwasseraufnahme) 6-Stundenmittelwerte (6-Std-
MW) fur jedes Tier, und nachfolgend 6-Std-MW mit SEM fur jede Tierversuchs-
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gruppe berechnet und jeweils als Balkendiagramm abgebildet (,Prism 3.0%). Die
statistische Auswertung der Daten fir Korperkerntemperatur, lokomotorische
Aktivitat und Trankeaufnahme erfolgte fur den Vergleich zwischen den verschie-
denen Tages- und Nachtphasen sowie Versuchs-Protokollen (siehe Kap. 2.4.2)
anhand der 6-Std-MW mit Hilfe des nicht-parametrischen Mann-Whitney U
Rangtests (Sachs, 2004).

2.4.2. Versuchsansatze

Um den als Ziel der vorliegenden Arbeit formulierten Aufgabenstellungen
gerecht zu werden, wurden vier Gruppen zu je funf Versuchstieren gebildet,
welche unterschiedlichen Versuchsbedingungen im Rahmen einer ,challenge*
der Homoostase von Korpertemperatur und/oder Salz- und Wasserhaushalt

ausgesetzt wu rden.

Gruppe A wurde durch Erh6hung der Raumtemperatur auf 30°C fur 48 Std bei
gleich bleibender Luftfeuchte von 50 % einem milden Temperaturstimulus aus-
gesetzt. Der Zugang zu Trinkwasser war dieser Gruppe zu jeder Zeit mdglich,
um den Wasserverlust durch die thermisch induzierte Zunahme transkutaner
und evaporativer Warmeabgabe ausgleichen zu konnen (Gerstberger, 1999).
Es handelte sich um eine relativ ,reine” thermische Belastung.

Gruppe B wurde durch Erhéhung der Raumtemperatur auf 33°C fir 48 Std
einer erhohten thermischen Belastung (Hitzestress) unterzogen. Dadurch sollte
sowohl eine Hyperthermie als auch ein Anstieg der Plasmaosmolalitat erreicht
werden. Bei permanentem Zugang zu Trinkwasser lag die gewahlte Raumtem-
peratur deutlich oberhalb der Thermoneutralzone der Ratte (23,5 - 30,5°C), so
dass eine vollstandige Kompensation des Hitze-induzierten Wasserverlustes
nicht mehr moglich war (Gordon, 1987; Romanovsky et al., 2002). Es handelte
also sich um eine kombinierte Stérgrof3e des thermo- wie auch osmoregulato-

rischen Regelkreises.

Bei Gruppe C wurde mittels intraperitonealer Injektion von kérperwarmem Poly-
ethylenglycol 4000 (PEG; 30 %; 2,2 ml/100 g KG) und dadurch bedingter trans-
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kapillarer Wasser- und Elektrolytverschiebung eine isotone, intravasale Hypovo-
lamie ohne Anderung der Plasmatonizitat induziert (Stricker et al., 1979; Stri-
cker & Verbalis, 1986; Rowland et al., 1996). Es handelte sich um einen volu-

menregulatorischen Stimulus.

Gruppe D wurde durch den Entzug von Trinkwasser fur 24 Std bei einer Umge-
bungstemperatur im Bereich der Thermoneutralzone (23 = 0,5°C) einer milden
Stimulation des osmoregulatorischen Regelkreises zur Konstanthaltung der
Tonizitat der extrazellularen Korperflissigkeit (EZK) unterzogen (Horowitz &
Meiri, 1985; Patronas et al., 1998). Es handelte sich also um einen relativ

.reinen“ osmotischen Stimulus mit marginaler extrazellularer Hypovolamie.

Vor Beginn der experimentell-physiologischen Untersuchungsreihen wurde den
chronisch instrumentierten Tieren eine Rekonvaleszenzzeit von einer Woche
gewahrt, da innerhalb dieses postoperativen Zeitraums die physiologische
circadiane Rhythmik und endokrine Regelkreise vollkommen wieder hergestellt
sind. So konnte sichergestellt werden, dass Veranderungen in den erhobenen
Parametern (Korperkerntemperatur, lokomotorische Aktivitat, Wasseraufnahme,
Plasmao-smolalitdt, H&amatokrit, Plasma-Natriumkonzen-tration, Zahl der
NNOS- und Fos-positiven Neurone in Kerngebieten des Hypothalamus) nicht
Nebenwirkungen des chirurgischen Eingriffs zuzuschreiben waren, sondern
spezifische Antworten der Versuchstiere auf die physiologischen Stimulationen
darstellten. Drei Tage vor Stimulationsbeginn begann die telemetrische Auf-
zeichnung der Ganztier-physiologischen Parameter, um Kontroll-Referenzwerte
zu erhalten, die mit denen wahrend physiologischer Stimulation verglichen wer-
den konnten. Die Luftfeuchtigkeit in der Klimakammer betrug 50 % bei einem
12 : 12 Std Tag : Nacht Rhythmus.

Unmittelbar nach Abschluss der unterschiedlichen experimentellen Versuchs-
ansatze wurden die Tiere gewogen, wie in Kap. 2.4.5.3 beschrieben narkoti-
siert, eine Blutprobe entnommen (Kap. 2.4.3) und die Tiere anschlieRend fir die
neurowissenschaftliche, immunhistologische Analyse transkardial perfundiert
(Kap. 2.4.5.3).
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2.4.3. Bestimmung der Blutparameter

Um den Einfluss der thermischen, osmo- und volumenregulatorischen Stimuli
auf den Status der EZF zu beurteilen, wurde jedem Tier nach Beendigung der
Versuchsdurchfihrung (Gruppen A - D) und unmittelbar vor der transkardialen
Perfusion unter Narkose (siehe Kap. 2.4.5.3) durch Herzpunktion eine Blut-
probe (heparinisiert: 10 pl Heparin = 25 IE/ml pro ml Blut) entnommen. Zur
Ermittlung des Hamatokritwertes wurden jeweils drei Hamatokrit-Kapillaren mit
Vollblut befullt. Der Rest der Vollblutprobe wurde zwecks Plasmagewinnung in
eine Tischzentrifuge verbracht, fir 5 min bei 7000 Umdrehungen/min (UPM)
zentrifugiert und der Plasmadiberstand in ein Eppendorfgefal? mittels Pipette

Uberfuhrt. Folgende Parameter wurden unmittelbar bestimmt :

2.4.3.1. Hamatokritwert

Die beflllten Hamatokritkapillaren wurden in die daflr vorgesehenen Spalten
des Zentrifugentellers einer Hamatokritzentrifuge eingelegt und dieser durch
einen Schraubdeckel dicht verschlossen. Das heparinisierte Blut wurde fur 5
min bei 12000 UPM und RT zentrifugiert und der Hamatokritwert [L/L] mit Hilfe
einer Schiebeschablone abgelesen.

2.4.3.2. Plasma-Na"-Konzentration

Der Natriumkonzentration [mmol/kg] des frisch gewonnenen Plasmas wurde
mittels Flammenphotometrie bestimmt. Diese Methode nutzt die Tatsache, dass
die Valenzelektronen der Alkalimetalle Natrium, Kalium und Lithium durch ther-
mische Energie in der Propangasflamme auf ein hoheres Energieniveau ange-
hoben werden, welches sie nach kurzer Verweilzeit unter Energieabgabe wie-
der verlassen. Die freiwerdende Energie wird als Licht mit elementspezifischer
Wellenlange abgestrahlt. Die Menge an abgestrahltem Licht ist proportional zur
Anzahl der Atome, die als verdinnte Probeldésung in die Flamme gespriht
wurde. Vor jeder Messreihe wurde das Flammenphotometer mittels Standard-
und Null-Lésung kalibriert und die Natriumkonzentration der Plasmaproben

(Vol. 20 pul) durch dreifache Messung bestimmt.
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2.4.3.3. Plasmaosmolalitat

Osmolalitatsmessungen [mosm/kg] des Blutplasmas erfolgten mit einem
Dampfdruck-Mikroosmometer, welches den exakten Dampfdruck Uber einer
flissigen Phase durch Bestimmung des Taupunkts ermittelt. Hierzu werden
10 pl einer Flussigkeitsprobe (z.B. Plasma des Blutes) auf ein Filterscheibchen
pipettiert, das sich in der Mulde eines Probenhalters befindet, welcher in die
Messkammer eingeschoben wird. Als Messfuhler dient ein Thermo-Element
indirekt als Hygrometer. In der ersten Phase der Messung stellt sich durch
rasche, transiente Erwarmung mittels Thermo-Element in der Messkammer
rasch ein Temperatur- und Dampfdruckgleichgewicht ein. Hierauf wird das
Thermo-Element durch Peltiereffekt unter den Taupunkt gekihlt, so dass sich
auf der Oberflache ein mikroskopisch dunner Flissigkeitsfilm bildet. Der Kihl-
strom des Thermoelements wird bis zur Einstellung eines neuen Gleichgewichts
reduziert, so dass eine Temperaturanderung des Elements nur noch durch
Kondensation oder Verdunstung des Wassers in der Messkammer bewirkt wer-
den kann. Die Warmefreisetzung des kondensierenden Wassers fuhrt zu einem
Temperaturanstieg bis zum Taupunkt der Flussigkeit, an dem dieses weder
verdunstet noch kondensiert. Aus der konstanten Temperatur im Bereich des
Taupunkts wird tber den Dampfdruck die Osmolalitat der gemessenen Probe in
[mosm/kg] errechnet. Die Kalibrierung des Gerates erfolgte vor jeder Messreihe
unter Verwendung dreier Standard-Losungen mit Osmolalitdten von 100, 290
und 1000 mosm/kg. Die Osmolalitat der jeweiligen Plasmaprobe wurde per drei-

facher Messung bestimmt.

2.4.3.4. Auswertung der Blutparameter

Die Werte der erhobenen Blutparameter der verschiedenen Gruppen wurden
graphisch als arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des nicht
parametrischen Mann-Whitney U Rangtests. Bei der Ermittlung signifikanter

Unterschiede wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 2p < 0,05 gewahlt.
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2.4.4. Neuronales retrogrades Tracing

2.4.4.1. Stereotaktische Operationseinheit und —technik

Die Methode des retrograden neuronalen Tracing wurde eingesetzt, um eine
efferente Verbindung MnPO-intrinsischer Neurone zum pPVN zu identifizieren.
Zur exakten Mikroapplikation des Tracers true blue (TB) in den Bereich des
pPVN adulter Ratten wurde eine Operationseinheit bestehend aus einem
stereotaktischen Apparat (Abb. 7), einer Warmematte mit Regulierungselement
zur servokontrollierten Konstanthaltung der Képerkerntemperatur des zu operie-
renden Tieres und einer pneumatischen Druckeinheit mit Pulsgenerator zur

stereotaktischen Applikation des retrograd zu transportierenden Farbstoffes ein-

Abb. 7: Stereotaktische Apparatur nach Kopf zur intrahypothalamischen Mikro-
applikation neuronaler Tracersubstanzen.

(a) metallische Stifte (,ear bars“) zur Fixation des Schadels, (b) hoéhenverstellbare
Stitze, (c) Mikromanipulatoren zum Einstellen der Anterior-, Lateral- und Tiefenkoordi-
nate, (d) Stativ mit Kanilenhalterung zur Fixation der Mikroglaskapillare. Die Fixation
des Kopfes erfolgte an drei Punkten: im Bereich der aul3eren Gehdrgdnge mittels ,ear
bars“ (a) und am Oberkiefer durch Aufsetzen der Schneidezdhne auf eine héhenver-
stellbare Stitze (b). Mittels der Mikromanipulatoren (c) konnte der Kopf des Tieres in
der Horizontalen ausgerichtet werden.
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gesetzt. Die visuelle Kontrolle des stereotaktischen Eingriffs erfolgte mit Hilfe

eines Binokkulars.

Nach der Rasur der Kopfbehaarung vom lateralen Augenwinkel bis zum
Nackenansatz wurde das wie in Kapitel 2.4.1.3 beschrieben narkotisierte Tier
auf die konstant temperierte Warmematte (37°C) gelegt. Die Fixation des Kop-
fes erfolgte an drei Punkten: im Bereich der auf3eren Gehdrgange mittels zweier
schlank zulaufender metallischer Stifte (,ear bars®) und am Oberkiefer durch
Aufsetzen der Schneidezdhne auf eine héhenverstellbare Stitze (Abb. 7). An-
schlieBend wurden die Kopf- und Unterhaut tGber der Medianen mit einem Skal-
pell auf einer Lange von 2 cm eroffnet. Die Schadeldecke wurde durch stumpfe
Préaparation freigelegt, das Periost mittels Skalpell abgelést und der Knochen
durch Benetzung mit 30 % Wasserstoffperoxid desinfiziert und lokal gebleicht.
Hierdurch traten die Kreuzungspunkte der bindegewebigen Knochennahte, die
Sutura lamboidea (Lambda) und die Kreuzung der Suturae interfrontalis, sagi-
ttalis und coronalis (Bregma) (Abb. 8) besser zum Vorschein und konnten mit-
tels der Mikromanipulatoren (x,y,z-Achsen) auf gleichen Horizontalen ausge-

richtet werden.

maéannliche Wistar Ratte (280 g)

Bregma Lambda

Abb. 8: Schematische Darstellung der Orientierungspunkte Lambda und
Bregma im Schadel der Ratte nach Paxinos/Watson 2006

Kreuzungspunkte der bindegewebigen Knochennéahte; die Sutura lamboidea (Lambda)
und die Kreuzung der Suturae interfrontalis, sagittalis und coronalis (Bregma)

65



2 Material und Methoden

Die Wahl der Koordinaten zur Trepanation der Schadelkalotte mit nachfolgen-
der Insertion einer ausgezogenen Glaskapillare im Bereich des pPVN erfolgte in
Anlehnung an frihere Untersuchungen zur Projektion MnPO-intrinsischer Neu-
rone in den pPVN (McKinley et al., 1992; Stocker & Toney, 2005) sowie nach
Durchfihrung eigener Vorversuche unter Verwendung des stereotaktischen
Atlas von Paxinos und Watson (2006); die Koordinaten ergaben sich zu 1,5 mm
anterior und 0,4 mm lateral zum Bregma. Nach Durchbohren des Schéadelkno-
chens wurde die Dura mater vorsichtig eroffnet, um die stereotaktische Einfuh-
rung der Glaskapillare (GP1508P) zu ermdglichen. Die mit dem Tracer true blue
geflllte, ausgezogene Kapillare (Spitzendurchmesser 30 um; eigene Herstel-
lung mit ,micropipette puller”) wurde daraufhin ausgehend von Bregma mittels
der Mikromanipulatoren entsprechend der Lateral-, und Anteriorkoordinaten
ausgerichtet und auf die Tiefenkoordinate von 7,4 mm abgesenkt. Mit einem
definierten Druckimpuls von 80 mbar, der mit Hilfe des Pulsgenerators einge-
stellt werden konnte, wurden ca. 30 nl des fluoreszierenden Farbstoffes wéah-
rend 0,1 sec in den pPVN appliziert und die Glaskapillare fiir 10 min in dieser
Position belassen (Abb. 9). Durch Auskristallisieren von TB in der Kapillarspitze
konnte eine Kontamination des Stichkanals beim Entfernen der Injektionskantile
vermieden werden. Die Haut wurde danach mittels Einzelheften adaptiert. An-
schlielBend wurde, wie in Kap. 2.4.1.3 beschrieben, ein Telemetrie-Sender intra-
peritoneal zur Erfassung der Koérperkerntemperatur und lokomotorischen Akti-
vitat implantiert und das Tier in den telemetrischen Versuchsraum umgesetzt.
Nach einer Rekonvaleszenzzeit von einer Woche wurden die Tiere entweder in
Stimulationsversuche eingebunden oder zum alleinigen neurohistologischen
Nachweis retrograder Projektionsstudien wie in Kapitel 2.4.5.3 beschrieben

transkardial perfundiert.

2.4.5. Immunhistochemie

2.45.1. Grundlagen der Immunhistochemie/Immunzytochemie

Die Grundlage der Immunhistochemie/Immunzytochemie ist der histologische

Nachweis der Bildung eines (sub-)zellular lokalisierbaren Antigen-Antikérper
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Tracer-Injektion.

A: Schematische Darstellung der Injektionsstelle in der Sagittalansicht des Ratten-
schadels

B: Schematische Darstellung der Mikrokapillare in einem Coronalschnitt des Ratten-
gehirns (Figur 46, Bregma -1,56 mm, Paxinos & Watson 2006) zur Tracer-Applikation
in den parvozellularen Anteil des Nucleus paraventricularis (PVN) des Hypothalamus.
C: Darstellung der Mikroapplikationsstelle des retrograden Tracers true blue im coro-
nalen Gehirnschnitt der Ratte (40 pm Dicke). (mPVN: magnozellularer Anteil des PVN,
pPVN: parvozellularer Anteil des PVN, V llI: dritter Hirnventrikel)

Komplexes. Unter Verwendung spezifischer mono- bzw. polyklonaler Antikérper
/-seren (meist IgG-Varianten) kbnnen antigene Strukturen in Zellen und Gewe-
ben histologisch lokalisiert werden (Harlow & Lane, 1988). Die Determinante
des Antigens (Ag), an welche der Antikdrper (Ak) bindet, wird als Epitop, die
Antigen-bindende Doméne des Ak als Paratop bezeichnet (Dro3ler & Gemsa,
2000; Liddell & Weeks, 1996). Bei den als Immunglobuline bezeichneten Anti-
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korpern handelt es sich um von Plasmazellen gebildete Glykoproteine, die aus
zwei leichten und zwei schweren Polypeptidketten bestehen. Diese sind tber
Disulfidbriicken miteinander verbunden und bilden einerseits das konstante Fc
Fragment (fragment crystallizable), andererseits zwei F,, Fragmente (fragment
antigen binding). An den Terminalen der F, Region befinden sich hypervariable
Bereiche mit den Paratopen, an welche die Epitopbindung stattfindet (Droler &
Gemsa, 2000; Janeway & Travers, 1997). Der histologische Nachweis von
Antigen-Antikorper Komplexen im Gewebe bzw. in der Zellkultur kann durch
direkte und indirekte Markierungsverfahren erfolgen. Ist der antigenspezifische
Antikorper (= primarer Antikérper) z.B. selbst mit einem visuell detektierbaren
Liganden markiert, so handelt es sich um eine direkte Markierung. Wird zur
Detektion des primaren Antikérpers ein weiterer, seinerseits markierter Antikor-
per eingesetzt, dessen Paratope spezifisch an das F. Fragment des primaren
Antikorper binden (= sekundarer Antikorper), so wird dies als indirekte Markie-
rung bezeichnet. Als ,Markierungs“-Substanzen kénnen auf3er Fluorochromen,
wie in der vorliegenden Arbeit, auch Enzyme, Radioisotope oder Metallionen
verwendet werden (Lidell & Weeks, 1996).

2.45.2. Indirekte Immunfluoreszenz

Fur diese Arbeit wurde als Markierung die indirekte Immunfluoreszenz gewéahlt
(Coons, 1958) (Abb. 10). Bei hoherer Sensitivitat sowie geringerer Hintergrund-
farbung, verglichen mit der direkten Markierung, ist dartiber hinaus eine Mehr-
fachmarkierung mdoglich, so dass gleichzeitig mehrere Antigene sowie deren
charakteristische Verteilungsmuster etwa in einem Gehirnschnitt detektiert
werden konnen. Das schnelle Ausbleichen der Fluoreszenzmarkierung bei
Anregung im UV-Bereich stellen einen Nachteil dar; spezielle Einbettmedien
(hier: Fluoromount) verzdgern jedoch diesen Vorgang (Janeway & Travers,
1997).

Durch die in diesen Untersuchungen durchgefiihrte Zweifachmarkierung fur das

NO-generierende Enzym nNOS und den neuronalen Aktivitatsmarker Fos soll-

te der quantitative Nachweis der durch Hitze-, Thermo-, Osmo- bzw. Volumen-
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Gewebe

*
Antigen Primiir- Cy3- Antigen Primir-  Biotin- Fluorescein
A antikdrper A gekoppelter B antikérper B gekoppelter Avidin D
Sekundér- Sekundér-
antikorper A antikérper B

Abb. 10: Prinzip der differentiellen Doppelmarkierung zweier Antigene mittels
indirekter Immunfluoreszenz im Gewebeschnitt

Die primaren Antikérper A (monoclonal mouse anti-nNOS) + B (polyclonal rabbit anti-
Fos) binden mit ihren F(ab)-Fragmenten an die Epitope der Antigene A (nNOS) + B
(Fos). Mit Hilfe eines Fluorochrom (Cy3)-gekoppelten Sekundarantikorpers (B), wel-
cher gegen das F(c)-Fragment des Primarantikérpers (A) gerichtet ist, kann dieser Ag-
Ak Komplex sichtbar gemacht werden. Zur intensiveren Visualisierung des nukledren
Antigens B (Fos) kommt ein biotinylierter Sekundarantikérper (B) zum Einsatz, der
durch an Biotin bindendes Fluorescein-Avidin D detektiert werden kann.

stimulation induzierten Translokation des nukledren Fos-Proteins in nitrergen
und nicht-nitrergen Neuronen des MnPO erfolgen (Patronas et al., 1998). Bei
Anwendung des indirekten Immunfluoreszenzverfahrens in dieser Arbeit detek-
tierte im ersten Schritt ein jeweils spezifischer unmarkierter Primarantikérper
das peptiderge Epitop der nNOS bzw. des Transkriptionsfaktors Fos. Die Fluo-
rophormarkierung der zytoplasmatischen nNOS erfolgte in einem zweiten
Schritt mit dem Cy3-(Carboxymethlyindocyanin) gekoppelten und gegen die
F(c)-Region des spezies-spezifischen Primarantikorpers gerichteten Sekundar-
antikorpers (Abb. 10). Um eine vergleichbare Intensitat der Fos-Markierung zu

erreichen, erfolgte eine Signalamplifikation mittels der Avidin-Biotin Methode.
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Grundlage dieser Methode ist der Einsatz eines biotinylierten Sekundéranti-
korpers, der nach Bindung an den Primarantikérper des Ag-Ak Komplexes auf-
grund des kovalent gebundenen Biotins und dessen hoher Affinitdt zu Strept-
avidin (Kp = 10 M) an den Avidin-Fluorescein-D Komplex bindet und somit
das Signal um ein Vielfaches verstarkt (Abb. 10). Die Anregung der Fluorophore
mit Licht geeigneter Wellenlange fuhrte nach entsprechender Filterung zu einer
langerwelligen Emissionsstrahlung des angeregten Fluorophors. Das Avidin-D
gebundene Fluorescein wurde durch Licht einer Wellenlange von 450 - 490 nm
angeregt und emittierte griines Licht einer Wellenlange von 510 - 530 nm. Cy3
wurde durch gefiltertes Licht der Wellenlange 510 - 530 nm angeregt und emit-
tierte hellrotes Licht einer Wellenlange von 560 - 570 nm.

2.45.3. Perfusion

Zur Gewinnung des immunhistochemisch zu untersuchenden Gehirngewebes
mussten die Tiere mit steriler, isotoner NaCl-Losung (Kapitel 2.3.1.6) und
jeweils frisch angesetztem, nicht polymerisierten PFA (4 %) (Kapitel 2.3.1.5)
transkardial unter einem Abzug perfundiert werden. Das benutzte Perfusions-
system bestand aus einem Ful3pumpe, welche die genannten Losungen mit
einem definierten Druck (ca. 100 mmHg), der dem arteriellen Mitteldruck einer
Ratte entspricht, in das Blutgefal3system des Tieres einleitete. Unmittelbar nach
der 48-stiindigen Warmeexposition (Gruppe A), dem 48-stindigen Hitzestress
(Gruppe B), der 3-stindigen Wirkung des PEG (Gruppe C) oder dem 24-
stindigen Wasserentzug (Gruppe D) wurden die Tiere mit 0,1 ml/100 g KG
Pentobarbital (160 mg/ml) i.p. tief narkotisiert und nach Ausbleiben des Zwi-
schenzehenreflexes in Rickenlage auf einem Gitter mit unterliegender Ablauf-
wanne an allen vier Extremitaten durch Klebeband fixiert. Nach Eréffnung des
Abdomens durch einen halbkreisformigen Schnitt unterhalb des Rippenbogens
wurde zuerst der Sender zur telemetrischen Aufzeichnung physiologischer
Parameter entnommen. Das Zwerchfell wurde an seinem Ansatz von der
Thoraxwand abgetrennt und die Rippen rasch mit einer Schere durchtrennt.
Durch Anbringen einer Klemme am Cartilago xyphoideus konnte die ventrale
Thoraxwand nach oben geklappt werden. Nach Inzision des Herzbeutels und
anschlieBender Freipraparation des Herzens wurde durch Punktion mit einer
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Kanule eine heparinisierte Blutprobe (1 ml) aus dem schlagenden, linken Ventri-
kel zur Bestimmung der Blutparameter (siehe Kapitel 2.4.3) entnommen. Da-
nach wurde der linke Ventrikel durch eine 0,5 cm lange Stichinzision er6ffnet
und eine Knopfkanule, die tUber einen Schlauch mit der Perfusionsapparatur
verbunden war, bis in den Aortenbogen vorgeschoben. Sofort nach Start der
transkardialen Perfusion bei einem Druck von 100 mmHg mit steriler, physiolo-
gischer Kochsalzlosung bei RT wurde mittels Stichinzision der rechte Vorhof
eroffnet. Nach vollstandiger Entblutung erfolgte das Einleiten der 4°C kalten
PFA-L6sung durch Bedienen eines Dreiwegehahns. Zur vollstandigen trans-

kardialen Perfusion des Tieres wurden ca. 300 ml benétigt.

2.4.5.4. Praparation des Gehirns und Anfertigung der Gefrierschnitte

Nach Durchtrennen der Kopfhaut durch einen Scherenschnitt wurde die Schéa-
deldecke von Muskulatur und Bindegewebe befreit. Mit Hilfe einer Pinzette
wurde der Schadel in den medialen Augenwinkeln fixiert und mittels einer Kno-
chenzange ero6ffnet. Nach sorgfaltigem Abpraparieren der Hirnhaute wurde das
Gehirn entnommen und Cerebellum und Medulla oblongata auf der Coronal-
ebene der Pons vom Cerebrum mittels Skalpell getrennt. Nach Postfixation mit
4°C kaltem PFA fir 60 min wurden beide Anteile in ein 50 ml Schraubgefafld mit
20 % Saccharoseldsung (Kapitel 2.3.1.7) uberfuhrt und fur 12 Std bei 4°C auf-
bewahrt. Nach vollstandigem Austausch des PFA durch die Saccharoseldsung
wurde das Cerebrum mit seiner caudalen, das Cerebellum / Medulla oblongata
Préaparat mit seiner rostralen Schnittflache auf dem Objekthalter des Gefriermik-
rotoms mit Gefrier-Einbettmedium nach Justierung aufgeblockt. Durch rasches
Entspannen von unter Druck stehendem CO,-Gas (60 bar) aus einer Druckfla-
sche durch den metallenen Objekthalter des Gefriermikrotoms konnte ein ra-
sches, homogenes Durchfrieren der Gewebepraparate ohne histologisch nach-
weisbare Gefrierschaden erzielt werden, wobei eine Abdeckung Uber Praparat
und Objekthalter gehalten wurde, so dass das ausstromende Gas innerhalb des

Deckels einheitlich verwirbelt wurde.

Die coronalen Gehirnschnitte (40 um) wurden mit einem Pinsel (Rotmarder-
haar) vom Messer des Mikrotoms aufgenommen und in einen mit 0,1 M/L PB
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geflllten Glasbehalter (Durchmesser 16 cm) dberfuhrt. In diesem befand sich
ein in acht Sektoren gegliederter Einsatz aus transparentem Polycarbonat, des-
sen Boden ein feinmaschiges Polyethylennetz bildete. Die hier aufbewahrten
Schnitte wurden vollstandig vom Puffer umspult (,free-floating” Verfahren)
(Greis, 2007).

2.4.5.5. Gelatine-Beschichtung der Objekttrager

Zur Vorbereitung der zu beschichtenden Objekttrager (OT) wurden diese flr
zwei Stunden in 70°C warmer Seifenlauge aufbewahrt und anschlie3end unter
flieRendem Leitungswasser klargespult. Zur Entfettung erfolgte eine sequen-
tielle Waschung mit 70 % Athanol und entionisiertem Reinstwasser. Nach
Erstellen einer Losung aus 0,5 % Gelatine und 0,05 % Chromalaun (Bakterien-
schutz) in Reinstwasser sowie deren Filtration mittels Faltenfilter und Erhitzung
auf 60°C wurden die OT fur 10 sec in die Gelatine-Lésung eingetaucht. Zur
Trocknung der beschichteten OT erfolgte eine Lagerung im bei 60°C temperier-

ten Trockenschrank.

2.45.6. Protokoll des indirekten Immunfluoreszenznachweises fur die

zellulare Expression von nNOS/Fos sowie des a;-Adrenozeptors

Zur Absaéttigung moglicher unspezifischer Bindungsstellen fur die Antigen-
spezifischen Immunglobuline wurde ein Glasbehalter mit Sektoreneinsatz (Kap.
2.4.5.4) mit 100 ml Prainkubationspuffer gefillt und die Gehirnschnitte fur zwei
Stunden bei RT auf einem Schittler inkubiert. Anschliel3end wurden jeweils 10
Gehirnschnitte in sterilen Reaktionsgefalien mit dem polyklonalen, Fos-spezifi-
schen Antiserum aus dem Kaninchen (Verdinnung 1:1000 in Inkubationspuffer)
sowie dem monoklonalen, nNOS-spezifischen Antikérper aus der Maus (Ver-
dinnung 1:500 in Inkubationspuffer) in einem Gesamtvolumen von 500 pl fur
48 Std bei 4°C lichtgeschiitzt inkubiert (Tab 1). Die Detektion des a;-Adreno-
zeptors erfolgte gemalR des Protokolls fir den Nachweis der nNOS (Tab. 1)
durch Inkubation mit einem polyklonalen Antiserum aus dem Kaninchen (Ver-
dinnung 1:500 in Inkubationspuffer). Zur Entfernung ungebundener primérer

Immunglobuline erfolgte ein 3 x 5 min Waschschritt, fir den die mit den prima-
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ren Antikorpern/-seren inkubierten Gehirnschnitte wiederum in die sektoriell
gegliederten, mit jeweils frischen PB (100 ml) gefillten GlasgefaRe mit Hilfe
eines Pinsels uberfihrt wurden. Die Gehirnschnitte wurde daraufhin in mit
500 ul Avidin-Blocking-Kit geflllte ReaktionsgefalRe tberfuhrt und nach 15 min
Inkubation 3 x 5 min Waschschritten in frischem PB unterzogen. AnschlieRend
erfolgte die Absattigung potentieller Biotin-Bindungsstellen mit 500 pl Biotin-
Blocking-Kit in 5 ml ReaktionsgefaRen mit anschlieenden 3 x5 min Wasch-

schritten in jeweils frischem PB.

Zur Detektion der Antigen-gebundenen primaren Antikérper im Gehirnschnitt
enthielt der zweite Inkubationspuffer einen sekundaren, biotinylierten goat-anti-
rabbit 1IgG Antikdrper (Verdinnung 1:200) und einen Cy3-markierten donkey-
anti-mouse IgG Antikdrper (Verdiinnung 1:800); die Inkubation wurde fir eine
Stunde bei RT unter Ausschluss von Licht durchgefuhrt. Nach einem erneuten
Waschschritt wurden jeweils 10 Gehirnschnitte in 500 pl Fluorescein-Avidin-D
(Verdiinnung 1:300) haltigen Inkubationspuffer Gberflihrt und wiederum fur eine
Stunde bei RT und lichtgeschitzt inkubiert. Nach einem abschlieRenden
Waschschritt in den sektoriell gegliederten Glasgefalien wurden die Gehirn-
schnitte mit Hilfe eines Pinsels auf mit Gelatine beschichtete OT aufgetragen
und fir 12 Std bei RT und lichtgeschitzt getrocknet. Nach erfolgter Trocknung
wurden die auf OT aufgezogenen coronalen Gehirnschnitte mit Fluoromount

gedeckelt.

2.4.5.7. Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen

Die quantitative Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen im
OVLT und MnPO erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes. Zur Lokali-
sation immunreaktiver Zellen (nNOS), Zellkerne (Fos) oder retrograd markierter
Neurone (true blue) des MnPO wurde dieser in seine drei Substrukturen,
aMnPO, vMnPO und dMnPO unterteilt (Abb. 11). Die Fluoreszenzaufnahmen
wurden mit einer hochauflosenden Restlichtkamera gemacht und bildanalytisch
mit dem Programm ,Metamorph* bearbeitet. Gehdrten die Tiere zur stereotak-

tisch operierten Versuchsgruppe, wurde zusatzlich eine Aufnahme der true blue
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Arbeitsschritt Reagenz Zeit/Temperatur
Waschen 0,1 M/L PB 3 x5 min
Absatligung der unspezi- |, 5 o, N + 0.3 96 Triton-x-100 in PB | 2 Std bei RT
fischen Bindungsstellen
Inkubation mit primaren polyclonal rabbit anti-Fos (1:1000)

Antikoroer P monoclonal mouse anti-nNOS (a:500) |48 Std bei 4°C

P in 2% NHS + 0,1 % Triton-x-100 in PB
Waschen 0,1 M/L PB 3 X5 min
Absattigen unspez. Biotin-Blocking Kit . .
Biotin- Bindungsstellen | (50 pl/ml 0,1 M/l PB) 15 min bei RT
Waschen 0,1 M/L PB 3 x5 min
Absattigen unspezif. | Avidin-Blocking Kit . .
Avidin-Bindungsstellen | (50 ul/ml 0.1 M/l PB) 15 min bei RT
Waschen 0,1 M/L PB 3 x5 min

. . biotinylierter goat-anti-rabbit IgG(1:200)
Isr:alﬁfjbngg;grrnnintikbr er Cy3-donkey-anti-mouse (1:800) 2 Std bei RT

PE" 1in'2 % NHS + 0,1 % Triton-x-100 in PB
Waschen 0,1 M/L PB 3 x5 min
Detektieren des Biotins | Fluorescein Avidin D (1:300) :
in 2 % NHS + 0,1 % Triton-x-100 in pg_ | St PEIRT

Waschen 0,1 M/L PB 3 x5 min
Aufziehen gelatinebeschichtete Objekttrager
Trocknung 12 Std
Deckeln 4 Tropfen Fluoromount, Deckglaser
Tab. 1: Protokoll der indirekten Immunfluoreszenz (nNOS/Fos)

(TB) enthaltenden Neurone bei einer Anregungswellenlange von 375 nm und
einer Emissionswellenlange von 403 nm angefertigt. Da sich die Anregungs-
und Emissionswellenldngen der Fluorophore nur marginal Gberschnitten, war
eine Mehrfachmarkierung einzelner Zellen mdglich. Nach Anfertigung der Bilder
aller Substrukturen des MnPO und des OVLT bei 200-facher Vergré3erung
wurden alle nNOS, Fos- und TB positiven Neurone sowie die doppelt bzw.
dreifach markierten Neurone mittels Software-gestiutzter Zahlfunktion erfasst,
welche gezahlte Zellen digital markierte und so eine Mehrfachzahlung verhin-
derte. Mit Hilfe der Software ,Metamorph* wurden die SW-Aufnahmen gleichen
Ausschnitts der Farbe ihrer Emissionswellenlange entsprechend eingeféarbt und
digital Uberlagert. So konnten zellspezifische Co-Lokalisationen von nNOS, Fos
und TB dargestellt werden. Die jeweilige Anzahl nNOS und/oder Fos und/oder
TB -positiver Neurone wurde in 3 - 5 seriellen Coronalschnitten fir das OVLT
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Abb. 11: Schematische Darstellung der Substrukturen des MnPO.

aMnPO: anteriorer MNnPO, dMnPO: dorsaler MNnPO, vMnPO: ventraler MnPO, OVLT:
Organum vasculosum laminae terminalis; ac: Commissura anterior. Schnittebene nach
Paxinos & Watson 2006: oben Bregma 0,0 mm; unten Bregma -0,12 mm.

sowie die drei Substrukturen des MnPO erfasst und, bezogen auf einen Gehirn-
schnitt, als arithmetischer Mittelwert (MW) mit Standardfehler fur jedes Tier
errechnet. Die ermittelten Zellzahlen der verschiedenen Tiergruppen (A - D),
sowie einer nicht stimulierten Kontrollgruppe wurden graphisch als arithmeti-
scher Mittelwert der Mittelwerte £+ SEM dargestellt. Die statistische Auswertung

erfolgte mit Hilfe des nicht-parametrischen Mann-Whitney U Rangtests. Bei der
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Ermittlung signifikanter Unterschiede wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von

2p < 0,05 gewahlt.

2.4.6. Primare Zellkultur des MnPO der Ratte

Als Zelllinien werden Zellkulturen nach der ersten Passage benannt, das heif3t
dem Transfer von Zellen von einem Kulturgefald in ein anderes. Die primare
Zellkultur ist definiert als das in vitro Wachstum von Zellen, welche aus dem
elterlichen Gewebe nach spontaner Auswanderung oder durch mechanische
oder enzymatische Vereinzelung gewonnen wurden (Freshney, 1990). Priméar-
kulturen reprasentieren somit Zell-, Gewebe- oder Organkulturen nach ihrer
Entnahme aus dem Organismus und vor der ersten Passage. Dabei zeigen
Zellen aus Primarkulturen trotz moéglicher Transformation morphologische und
funktionelle Ahnlichkeiten zum entsprechenden Zelltyp im intakten Gewebs-
verband und heben sich somit von etablierten, mehrmals passagierten Zelllinien
ab (Morgan & Darling, 1994). Schon zu Beginn des 20. Jahrhunderts machte
man sich Gewebekulturen zunutze, um das Verhalten einzelner Zellen unter
definierten Bedingungen zu studieren (Freshney, 1990). In den Neurowissen-
schaften stellt die primare, neurogliale Zellkultur eine wichtige Moglichkeit dar,
einzelne Zellen aus definierten Gehirnstrukturen im Hinblick auf ihre Morpho-
logie, vor allem aber jedoch ihre biochemischen, pharmakologischen und
funktionellen Eigenschaften zu charakterisieren (Gebke et al., 1998, 2000;
Jurzak et al., 1994, 1995). Nach der Isolation des gewiinschten Gewebes aus
dem Organismus missen dessen Zellen enzymatisch und/oder mechanisch

aus dem Gewebeverband gel6st werden.

2.4.6.1. Vorbereitung der Zellkulturkammern

Die verwendeten Zellkulturkammern bestanden aus einer runden Flexiperm®-
Mikrokammer (Grundflache 28 mm?), deren Boden ein mit eingeatztem Koordi-
naten-System versehendes Deckglaschen (Cellocate®) darstellte. Das Deck-
glaschen wurde auf die Unterseite der Flexiperm®-Mikrokammer aufgelegt und
leicht angedriickt. Enstprechende optische Eigenschaften der Cellocate® Deck-

glaschen ermdglichten die Ratio-Imaging Studien zur Bestimmung der intra-
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zellularen Calciumkonzentration ([Ca'],,) einzelner MnPO-Zellen. So sollte die
Adhéasionsmatrix der Zellen eine hohe Durchléssigkeit fir monochromatisches
Licht variabler Wellenlange (300 - 400 nm) bei vernachlassigbarer spharischer
und chromatischer Aberration aufweisen. Um die Adhasion und nachfolgende
Differenzierung der Zellen zu beglnstigen, wurden die Kammern zur Beschich-
tung mit 20 pl Poly-L-Lysin gefullt und fur 12 Std lichtgeschitzt und steril bei

4°C inkubiert.

2.4.6.2. Praparation des Nucleus medianus praeopticus

Fur jede Praparation wurden 5 - 6 neonatale Ratten (4 - 6 Tage alt) mit einer
scharfen Schere rasch dekapitiert und der Kopf jeweils fur <20 sec in 4°C
kaltes Athanol (70 %) zur Oberflachendesinfektion uberfiihrt. Sowohl die Kopf-
haut als auch die Schadelkalotte wurden mit einer Irisschere eréffnet und abge-
hoben. Das freiliegende Gehirn wurde mit einem sterilen Spatel von den Hirn-
nerven getrennt, vorsichtig entnommen und in eine Petrischale (& 3 cm) mit
GBSS (Kap. 2.3.2.2) uberfuhrt. Das Vorderhirn (Tel- und Diencephalon) wurde
mit seiner caudalen Schnittflache mittels Gewebekleber auf einem Teflon-Block
fixiert, welcher in eine Kammer aus Polyethylen (5x 8 x 12cm H x B x L) mit
oxygeniertem, 4°C kalten GBSS eingesetzt wurde. Diese wurde in die Schiene
des Vibratoms eingelegt; vom Vorderhirn wurden coronale Serienschnitte
(500 um) angefertigt, wobei der den MnPO enthaltenden Schnitt in eine mit
GBSS geflllte Petrischale auf Eis Uberfuhrt wurde. Unter mikroskopischer
Kontrolle wurde der Bereich des MnPO mit einer Augenschere prapariert und in
eine weitere Petrischale auf Eis mit oxygeniertem HBSS (Kap. 2.3.2.3) uber-
fuhrt. AnschlieBend wurden die MnPO-Praparationen von 5 - 6 neonatalen Rat-
tengehirnen in 2 ml einer Dispase-l haltigen Lésung (Kap. 2.3.2.4) verbracht
und fur 35 min bei 37°C inkubiert (Reaktionsréhrchen Vol. 12 ml), um interzel-
lulare Adhasionsmolekile zu disintegrieren. Aufgrund der milden proteoly-
tischen Eigenschaften der Dispase-l erfolgte einerseits eine Dissoziation der
MnPO-Fragmente, andererseits konnten Schadigungen der Zellmembran mini-
miert werden (Cruz et al., 1997; Frangakis et al., 1982; Frangakis & Kimelberg,
1984; Gebke et al., 1998, 2000). Um die Dispase-Ldsung nach beendeter Inku-
bation zu inaktivieren, wurde sie abpipettiert und die MnPO-Pré&parationen drei-
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mal im Abstand von 10sec mit je 2ml Inaktivierungslésung (37°C)
(Kap. 2.3.2.5) und anschlieRend dreimal im Abstand von 10 sec mit je 2 ml Kul-
turmedium ,Neurobasal-Medium A* (37 °C) (Kap. 2.3.2.1) gewaschen. Um noch
vorhandene Zell-zu-Zell Kontakte final zu I6sen, folgte der enzymatischen eine
zusatzliche milde mechanische Dissoziation (Gebke et al., 1998, 2000; Jurzak
et al., 1994). Mittels einer feuerpolierten Pasteur-Pipette wurden dazu die
Gewebestlicke durch vorsichtiges, rasches Auf- und Abpipettieren mechanisch
zu einer Zellsuspension dissoziiert. Die zuvor vorbereiteten Mikro-Zellkammern
wurden mit sterilem Wasser gesplult, getrocknet und auf 37°C temperiert. Je
200 pl der Zellsuspension wurden in eine Mikrokammer pipettiert, durch Zugabe
von 600 pl Kulturmedium aufgefillt und bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach
24 h wurde das Kulturmedium ausgetauscht, um vorhandenen Zelldetritus und
zellulare Stoffwechselendprodukte zu entfernen. Ein weiterer Wechsel fand am
vierten Tag nach der Praparation statt. Am flinften Tag konnte mit den funktio-
nellen Messungen begonnen werden (siehe Kap. 2.4.9). Da von einem gering-
fugigen Anteil an Fremdgewebe bei der beschriebenen Praparation des MnPO
ausgegangen werden muss, wird im Folgenden von einer ,MnPO-angereicher-

ten” neuroglialen Primarkultur gesprochen.

2.4.7. Messung der intrazellularen Calciumkonzentration mittels

Ratio-Imaging Technik

2.4.7.1. Grundlagen der Ratio-Imaging Technik

Die Ratio-Imaging Technik bietet die Mdéglichkeit, die intrazellulare Konzen-
tration freier Calciumionen ([Ca®'];,) in einzelnen Zellen kontinuierlich zu mes-
sen (Baylor & Hollingworth, 2000; Hinman & Sammak, 1998). Damit stellt diese
Methode eine effiziente Moglichkeit zur Untersuchung der Transmitter-induzier-
ten, intrazellularen Signaltransduktion in lebenden Zellen wie Neuronen oder
Astrozyten in der Primarkultur dar (Gebke et al., 2000; Jurzak et al., 1995).

Das Aquorin der Leuchtqualle Aequora forskolea war der erste, wissenschaft-
lich in der Forschung eingesetzte Calciumindikator zur Messung der intrazellu-

laren Calciumkonzentration im Rahmen der Kontraktion isolierter Muskelfasern
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(Ashley & Ridgway, 1970). Um Anderungen der [Ca®'], messen zu konnen,
macht man sich also seit fast 40 Jahren selektive, Ca**-chelierende Fluores-
zenzfarbstoffe zunutze (Moreton, 1994). Heute steht eine grofRe Anzahl solcher
Fluoreszenzindikatoren zur Calcium-Messung zur Verfigung, wie beispiels-
weise Derivate des Calciumchelators EGTA (z.B. Quin-2, Indo-1, Fura-2), des
Fluoresceins (z.B. Fluo-3) oder des Rhodamins (z.B. Rhod-2) (Grynkiewitz et
al., 1985). Diese Farbstoffe werden in zwei Gruppen unterteilt, sogenannte
wavelength stable- und wavelength shifting Fluoreszenzfarbstoffe. Bei den
wavelength stable Fluoreszenzindikatoren, wie z.B. Quin-2, andert sich durch
Calciumbindung an den Indikator die Intensitat des emittierten Lichtes bei gleich
bleibender Wellenlange sowohl fiir die maximale Anregung wie auch Emission.
Mitglieder der Gruppe der wavelength shifting Farbstoffe &ndern nach Calcium-
bindung die Intensitat des emittierten Lichts in Abhangigkeit von der jeweiligen
Wellenlange der Exzitation (Moreton, 1994; Ross, 1989; Thomas & Delaville,
1991; Tsien, 1980, 1989; Tsien & Poenie, 1986) und erwiesen sich als beson-
ders geeignet fiir die Bestimmung von [Ca®'];, aufgrund ihres experimentellen
Einsatzes in geringen, nicht zellschadigenden Konzentrationen. Zu den wave-
length shifting Fluoreszenzindikatoren gehért auch das in dieser Arbeit einge-
setzte Fura-2 (Abb. 13), dessen Emissionsspektrum sich Uber einen Anre-
gungsbereich von 250 - 450 nm per se und in Abhangigkeit von der freien
Calciumkonzentration &ndert (Roe et al., 1990; Tsien et al., 1985; Tsien & Poe-
nie, 1986). Das Anregungsoptimum des calciumfreien, polyanionischen Indika-
tors Fura-2 liegt bei 363 nm; der mit Calcium gesattigte Farbstoff dagegen wird
maximal durch Licht einer Wellenlange von 340 nm angeregt. Das Emis-
sionsmaximum bleibt mit etwa 510 nm konstant (calciumfreies Fura-2: 512 nm,
calciumbindendes Fura-2 505 nm) (Abb. 12) (Thomas & Delaville, 1991; Tsien
& Poenie, 1986). In der Praxis wird zur Messung der Fluoreszenzintensitat des
calciumfreien Farbstoffes allerdings nicht die optimale Anregungswellenlange
(ARW) von 363 nm benutzt, sondern Licht einer Wellenlange von 380 nm. Der
Grund hierfur ist, dass eine Wellenlange von 360 nm sehr nah am sogenannten
isoemissiven Punkt des Fura-2 spezifischen Spektralverhaltens liegt, bei wel-
chem die Fluoreszenzintensitat des Fura-2 unabhangig von der Calciumkon-
zentration ist (Abb. 12). Bei einer ARW von 380 nm ist die Differenz der Fluo-

reszenzintensitat fur Calcium-freies und -gesattigtes Fura-2 am gréf3ten. Bei der
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Ratio-Imaging Technik wird der Quotient (Ratio) aus den gemessenen Emis-
sionsintensitaten bei den beiden ARWs (340 und 380 nm) gemessen. Dieser
Quotient spiegelt das Verhaltnis von gebundenem zu freiem Indikator wider
(Tsien et al., 1985).

Der Vorteil des Einsatzes der wavelength-shifting Fluoreszenzindikatoren
gegenuber den wavelength-stable Indikatoren liegt in der Mdglichkeit zur Ratio-
bildung (Roe et al., 1990). Imaging-Versuche kénnen durch verschiedene Fak-
toren fehlerhaft beeinflusst werden. Bei der Ratiomessung wirken sich viele
dieser Faktoren im gleichen Mal3 bei beiden Anregungswellenlangen aus und
werden folglich bei der Quotientenbildung ,herausgemittelt®. Die Messungen

0.15 { isoemissiver Punkt
0.10 ! / (360 nm)

Fluoreszenzintensitit

T
250 300 350 400 450
Anregungswellenldange (nm)

Abb. 12: Emmissionsspektren von Fura-2 in Abhangigkeit wvon der
vorhandenen Konzentration an freien Calciumionen

Das Diagramm zeigt die Fluoreszenzintensitat (Emissionswellenlange =510 nm) von

Fura-2 in Abhangigkeit von der Anregungswellenlange (nm) in Anwesenheit steigender

Konzentrationen an freien Calciumionen ([Ca?'] (UM)).

Kurve 1: bei etwa 40 pM an freiem Calcium ist Fura-2 vollstdandig mit Calcium
gesattigt; Emissionsmaximum bei 340 nm ARW

Kurve 2: Verlauf der Fluoreszenzintensitat in Abwesenheit von freiem Calcium;
Emissionsmaximum bei 363 nm ARW

Die Pfeile zeigen die Fluoreszenzintensitdten bei den beiden in der Praxis des Ratio-

Imaging benutzten ARWs von 340 und 380 nm. Hier ist jeweils die Differenz der

Fluoreszenzintensitét fiir Ca #*-freies und —geséttigtes Fura-2 am groRten.

80



2 Material und Methoden

werden so beispielsweise unabhangig von der intrazellular vorhandenen Menge
an Indikatorsubstanz, einer eventuell ungleichmafigen Verteilung des Fluores-
zenzfarbstoffs sowie der Zelldicke und den Effekten des Ausbleichens (,photo
bleaching“) oder Austretens des Farbstoffes (Roe et al., 1986; Tsien & Poenie,
1986; Tsien et al., 1985). Gemall dem Massenwirkungsgesetz verhalt sich die
Ratio proportional zur Konzentration an vorhandenem freien bzw. gebundenen
Calcium. Aus der im Versuch gemessenen Ratio (Emission (ARW 340 nm) /
Emission (ARW 380 nm) kann mit Hilfe folgender Gleichung die absolute, intra-

zellulare Calciumkonzentration errechnet werden (Grynkiewicz et al., 1985):

(R - Rmin) Sf2
a = X ———— X _—
[Ca®"] = KD
(Rmax - R) Sb2

Formellegende:

KD = Dissoziationskonstante des Fura-2 fur Calcium (= 25 pM/L)

R = gemessene Ratio (Emission bei 340 nm ARW / Emission bei 380 nm ARW)
Rmin = Ratio bei calciumfreiem Fura-2

Rmax = Ratio bei calciumgeséttigtem Fura-2

S = Emissionswerte des calciumfreien Fura-2 bei einer ARW von 380 nm

Sk = Emissionswerte des calciumgesattigten Fura-2 bei einer ARW von 380 nm

2.4.7.2. Der Einsatz von Fura-2 Acetoxymethyl(AM)ester in der Primar-

kultur

Um die Responsivitat von Neuronen und Astrozyten der MnPO-angereicherten
Primarkultur auf wichtige Neuromodulatoren wie Angiotensin 1l (Angll), Gluta-
mat oder Noradrenalin (NA) im Rahmen der hypothalamischen Kontrolle
homdoostatischer Regelkreise anhand einer transienten Erhéhung der [Ca®'];, zu
untersuchen, wurde Fura-2 als Indikatorfarbstoff gewéhlt (Abb. 13). Bei Fura-2
handelt es sich um ein stark negativ geladenes Molekl, welches daher nicht in
der Lage ist, Zellmembranen zu permeieren. Um eine Farbstoffbeladung der zu
untersuchenden Zellen ohne Schéadigung der Zellmembran zu ermoglichen,

wurde ein Acetoxymethylester des Fluoreszenzindikators (= Fura-2 AM) einge-
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Abb. 13:  Strukturformel des Fura-2 Acetoxymethylester (Fura-2 AM)

Die grau hinterlegten Bereiche des Molekils werden in der Zelle durch
zytoplasmatische Esterasen abgespalten. Fura-2 wird so membranimpermeabel und
kann durch ionische van-der Waals Kréfte als aktive Form Ca®* lonen binden.

setzt. Fura-2 AM st lipophil und somit membran-permeabel, kann allerdings
keine Calciumionen binden. In der Zelle wird Fura-2 AM durch zytoplasmatische
Esterasen hydrolysiert. Freies Fura-2 ist nicht membranpermeabel und kann an
seinen negativ geladenen Carboxlgruppen zweiwertige Kationen, vor allem
freies Ca® binden (Tsien & Poenie, 1986).

Zur Beladung der zu untersuchenden Zellen der Primarkultur mit Fura-2 wurde
die Zellkulturkammer mit 0,9 ml Medium gefullt, welches 2 uM/L Fura-2 AM ent-
hielt. Fura-2 AM wurde als 1 mM/L Stammlésung in DMSO bei -24°C gelagert
und somit im Zellkulturmedium 1 : 500 verdinnt eingesetzt. Wahrend der 35
min Inkubation bei RT unter Ausschluss von Licht erfolgte die zellulare Auf-
nahme des Indikators. Im Anschluss an die Inkubation wurde durch dreimaliges
Waschen mit je 500 ul Messpuffer (Kap. 2.3.3.1) Uberschissiges Fura-2 AM

aus der Kammer entfernt.

2.4.8. Der Messstand fur die Calcium-Imaging Versuche

Die Ratio-lmaging Versuche zur kontinuierlichen Messung der [Ca®'], in der
neuroglialen Zellkultur des MnPO wurden an einem inversen Fluoreszenz-

mikroskop mit Epifluoreszenz-Setup durchgefiihrt (Abb. 14). Die Monochroma-
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toreinheit zur Anregung des Fluorophors Fura-2 wurde Uber ein Software-Proto-
koll gesteuert. Als Lichtquelle diente eine in die Einheit integrierte Xenonlampe.
Die gewlnschten Wellenlangen wurden mit Hilfe von Spiegeln, Linsen und
einem Beugungsraster erzeugt und anschlie3end uber ein Lichtleiterkabel und
einen Epifluoreszenz-Kondensor zum Mikroskop weitergeleitet. Dort wurde das
ankommende Anregungslicht (alternierend: 340 und 380 nm) Uber einen
dichroischen Spiegel durch das Objektiv auf die Zellpraparation reflektiert.
Angeregtes Fura-2 emittierte langerwelliges Licht, welches den dichroischen
Spiegel und einen Emissionsfilter zur CCD (charge-coupled device)-Kamera
durchdrang, welche das Lichtsignal erfasste. Daraufhin wurde das entstandene
Bild von der CCD-Kamera alle 5 sec an den Computer tbermittelt. Uber die
TillVision-Software konnten die Belichtungszeit sowie die zeitlichen Absténde
zwischen den Belichtungen reguliert werden. Die bei den unterschiedlichen
ARWSs (Fura-2: 340/380 nm) dokumentierten Bilder wurden mit Hilfe der
systemeigenen Software quantifiziert. Bei den daraus resultierenden Werten,
wurde der Quotient (Emission bei 340 nm ARW / Emission bei 380 nm ARW)

gebildet, welcher im Folgenden als Ratio angegeben wird.

.1

)
R otfilter Infr arctfitter
505 nm< 520 nm <540 nm

V= =

D

Monochromatoreinheit I

| Dichroischer Spiegel |

> 430 nm

Emiss ionsfitter

l > 470 nm
x 5

Abb. 14: Schematische Darstellung des Imaging-Setup
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2.4.9. Vorbereitung der Versuchsdurchfiihrung

Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurden die mit Fura-2 beladenen Zellen in das
Messsystem verbracht. Zur Fixation des CELLocate® Deckglases mit den adhé-
rierten Zellen wurde die Flexiperm-Kammerwandung entfernt und das CELL-
ocate® auf die mittige Offnung einer runden Stahlscheibe positioniert, welche
als Basis der Messkammer diente (Abb. 15). Zur Befestigung wurde ein Teflon-
ring, der gleichzeitig die AuRenwand der Messkammer bildete, mit vier Schrau-
ben auf der Scheibe fixiert. Die Messkammer konnte nun in eine hierfir vorge-
sehene Offnung des Mikroskoptisches eingesetzt werden. Nach Montage der
Messkammer wurde diese sofort mit 800 pl Messpuffer bei RT geflllt. An die
Messkammer wurden Zu- und Abfluss einer Schlauchpumpe in Form von gebo-
genen Kanulen angeschlossen. Die Kanile, tUber die der Messpuffer in die
Kammer geleitet wurde, reichte bis zum Boden der Kammer, wahrend die
Abflusskanile lediglich die Flussigkeitsoberflache berihrte. Mit Hilfe der
Schlauchpumpe wurde Messpuffer bzw. die in Messpuffer gelosten Testsub-
stanzen mit einer Flussrate von 2 ml/min aus Reservoirs (Applikationsspritzen)
durch die Messkammer geleitet. So konnte eine konstante Fullung der Mess-
kammer und ein kontinuierlicher Pufferwechsel bei minimaler Turbulenz
gewéhrleistet werden. Das Totraumvolumen des Superfusionssystems sowie
die rasche, homogene Durchmischung des Perfusats mit dem Kammervolumen

liel3 sich durch Farbstoffapplikation (Trypanblau) bestimmen bzw. nachweisen.

2.4.10. Versuchsdurchfiuihrung

2.4.10.1. Messprotokolle fur das Ratio-Imaging

Mit Hilfe des Imaging-Filters wurde bei einer Belichtungszeit von 150 ms und
einer Wellenlange von 380 nm ein Bild der Fura-2 beladenen Zellen im Ge-
sichtsfeld erstellt und mittels Durchlichtbild deren Lokalisation im Koordinaten-
system des CELLocate® Deckglases dokumentiert. Zellen, die gut differenziert
erschienen und keine ersichtlichen Zellkontakte zu andere Zellen aufwiesen,
wurden als ,region of interest* (ROI) markiert und fortlaufend nummeriert

(Abb. 16), so dass die Messung der [Ca®], fiir jede markierte Zelle getrennt
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Schlauchpumpe

——
Applikationsspritzen
Messpuffer- Abfall
Reservoir
Abflul3 Messkammer Zuflull
Grundplatte Deckglas mit Zellen

Abb. 15: Schematische Darstellung der Messkammer

maoglich war. Die Ermittlung der Ratio-Werte erfolgte im Abstand von 5 sec bei
einer Belichtungszeit von jeweils 150 ms. Die Testsubstanzen wurden als kon-
zentrierte Aliquots bei —20°C gelagert und erst unmittelbar vor der Messung auf-
getaut. Je nach Konzentration der eingefrorenen Stocklésungen und gewiinsch-
ter Endkonzentration der Substanzen wurden erstere mit Messpuffer entspre-
chend verdinnt und in 50 ml Reaktionsgefal3e pipettiert, welche Uber ein
Schlauchsystem mit der Messkammer in Verbindung standen. Durch Umschal-
ten der entsprechenden 3-Wege-Héahne einer Hahnenbank wurde von Mess-
puffer auf substanzhaltigen Puffer umgeschaltet und dieser in die Kammer
geleitet. Nach 10 min Superfusion mit Messpuffer begann die Superfusions-
stimulation mit randomisierter Reihenfolge der verschiedenen Neuromodulato-
ren bzw. Neurotransmitter / Rezeptoragonisten. Der jeweils 3-minitigen Stimu-
lation folgte eine 8-minltige Auswaschphase mit Messpuffersuperfusion. Nach
Abschluss der jeweiligen Messung wurde das zellbeladene CELLocate® Glas in
einer Multiwell-Platte fur 15 min in 4°C kaltem PFA fixiert und anschlie3end in

PBS bis zu ihrer immunzytochemischen Identifikation aufbewahrt.

85



2 Material und Methoden

2.4.10.2. Versuchsserie |

Noradrenalin reprasentiert in vivo einen wichtigen Neutoransmitter zur Signal-
Ubertragung etwa eines systemischen Blutdruckabfalles oder einer extrazellu-

laren Hypovolamie Uber Strukturen der Medulla oblongata u.a. an den MnPO
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Abb. 16: Fura-2 beladene Zellen der MnPO Primarkultur

Zellen der MnPO Primérkultur wurden fur den Nachweis einer Transmitter-induzierten
Erh6hung der intrazellularen Calciumkonzentration bei einer ARW von 380 nm und
Belichtung nach 150 ms Belichtungszeit auf einem Bildschirm dargestellt. Durch
Markierung einzelner Zellen wurden ,regions of interest” (ROI-X) fir die Durchfihrung
des Ratio-Imaging Experiments definiert.

der Lamina terminalis. Zur Untersuchung einer calciumvermittelten Signaltrans-
duktion durch Noradrenalin (NA) in Neuronen und Astrozyten der Primarkultur
des MnPO wurden diese deshalb mit NA im Superfusat (10° M/L) bei RT fir 3
min stimuliert, wobei eine Wiederholbarkeit der Antwort getestet wurde, um
Desensibilisierungs-Phanomene zu erfassen. Weiterhin erfolgte eine pharma-
kologische Charakterisierung der noradrenerg induzierten Erhdhung des intra-
zellularen Calciums durch eine Stimulation der Zellen mit dem a;-Rezeptor-
subtyp-spezifischen Agonisten Phenylephrin, der ebenfalls in einer Konzentra-

tion von 10° M/L eingesetzt wurde; dabei wurden NA und Phenylephrin se-
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quentiell und randomisiert eingesetzt. In einem weiteren Schritt sollte untersucht
werden, ob Prazosin als selektiver Antagonist fur a;-Adrenozeptoren die NA-
vermittelte, calciumabhangige Signaltransduktion unterdriicken kann. Nach
erfolgter Kontrollstimulation mit NA (3 min), wurden die Zellen nach 1-minatiger
Vorstimulation mit Prazosin im Superfusat (10”7 M/L) zeitgleich mit NA und Pra-
zosin superfundiert (3 min). Nach Auswaschen des Agonisten und Antagonisten
(8 min) erfolgte ein abschlieRender Kontrollstimulus mit NA (3 min). Im An-
schluss daran wurde eine 8-mintige Aqulibrierung der Zellkultur mit Messpuffer
durchgefiihrt, gefolgt von einer 3-miniitigen Stimulation mit Glutamat (10 M/L).
Nach einer weiteren Aquilbrierungsphase (8 min) folgte die Superfusion mit
Kalium-reichem Messpuffer (50 mM/L) fur 3 min.

2.4.10.3. Versuchsserie Il

Nachdem in vorangegangenen Studien gezeigt werden konnte, dass Angll als
peptiderger Neurotransmitter u.a. zur Ubertragung osmotischer Informationen
aus der EZF uber das SFO zum MnPO dient, sollte in der vorliegenden Arbeit
zum einen untersucht werden, ob Angll auch in den Zellen der MnPO-angerei-
cherten Primarzellkultur eine Calcium-vermittelte Signallbertragung induzieren
kann. Des weiteren sollte Gberpruft werden, ob eine funktionelle Co-Expression
von Angll-spezifischen Rezeptoren und Adrenozeptoren fir einzelne Neurone
und/oder Astrozyten besteht. Dies wirde Rickschliisse auf deren Interaktion im
Rahmen der Osmo- und Thermoregulation zulassen. Deshalb wurden die
Zellen nach Messprotokoll (siehe Kap. 2.4.10.1) mit Angll (10° M/L) und NA
(10°® M/L) sequentiell stimuliert. Im Anschluss daran erfolgte eine 8-miniitige
Superfusion mit Messpuffer, der eine 3-mindtige Stimulation mit Glutamat (10
> M/L) folgte. Nach erneuter Aqulibrierung mit Messpuffer fiir 8 min wurden die

Zellen durch Kalium-reichem Messpuffer (50 mM/L) fir 3 min depolarisiert.

2.4.10.4. Immunzytochemie an der Priméarzellkultur des MnPO zum

Nachweis zelltypspezifischer Marker, Enzyme und Rezeptoren

Die Detektion der in der Priméarkultur kultivierten Neurone erfolgte durch Einsatz

eines MAP 2a+b spezifischen Antikorpers, wahrend Astroglia mit Hilfe eines
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polyklonalen priméren Antiserums gegen GFAP charakterisiert wurde. Des
weiteren wurde eine ldentifizierung nitrerger Neurone durch den Einsatz eines
NNOS-spezifischen, polyklonalen Antikérpers vorgenommen. Zum Nachweis
NA-responsiver Zellen diente die Verwendung des aj;-Adrenoceptor-spezifi-
schen Antikorpers. Alle Inkubations- und Waschschritte erfolgten in einer Multi-
well-Platte. Nach vorangegangener Fixation (Kap. 2.4.10.1) erfolgte die Absétti-
gung der unspezifischen Bindungsstellen im Zellkultur-Inkubationspuffer
(Kap. 2.3.1.8) fur 1 h bei RT. Die Primarantikdrper wurden in folgenden Verdin-

nungen in Zellkultur-Inkubationspuffer geldst und eingesetzt:

Goat-anti-glial fibrillary acidic protein 1: 500
Mouse-anti-MAP (2a+2b) 1: 600
Rabbit-anti-nNOS 1:1000
Rabbit- anti-a;-adrenergic receptor 1: 500

Nach 48-stundiger Inkubation bei 4°C folgte ein 3 x 5 min Waschritt mit Wasch-
pufferlosung (Kap. 2.3.1.9) und anschlielender Einsatz der in Zellkultur-Inku-

bationspuffer gelésten Sekundarantikdrper in folgenden Verdinnungen:

Alexa®488- donkey-anti-goat 1gG 1: 800
AMCA-donkey-anti-mouse IgG 1: 800
Cy3"-donkey-anti-rabbit IgG 1: 800

Nach 60-minitiger Inkubation wurden die zellbeladenen CELLocate® von uiber-
schissiger Antikorperldsung befreit und abschlieRend in entionisiertes Reinst-
wasser getaucht, um Kristallisation von Puffersalzen auf der Glasoberflache zu
vermeiden. Auf einen Objekttrager wurden 10 ul Citifluor® pipettiert und die
CELLocate® ,upside down“ aufgelegt. Mittels des eingeatzten Rasters auf dem
CELLocate® und einem digitalen Bild der fluoreszierenden Zellen konnte eine
eindeutige Typisierung der im Calcium-Imaging charakterisierten Zellen (ROIs)

vorgenommen werden (Abb. 17).

1.4.10.5. Auswertung der Ratio-Imaging Untersuchungen

Der Anstieg der Fluoreszenzintensitat des intrazellularen Fura-2-AM in den
Zellen der Primarkultur wurde mit Hilfe eines bildgebenden, computergestitzten

Verfahrens, mit welchem mehrere Zellen gleichzeitig erfasst werden konnten

88



2 Material und Methoden

Abb. 17: Immunzytochemische ldentifikation der gemessenen ROIs
A: Durchlichtbild des zu messenden Zellklusters auf CELLocate®
B: Fluoreszenzbild des Fura-2 beladenen Zellklusters mit markierten ROIls

C: Immunzytochemische Charakterisierung der Primarkultur mittels spezifischer Zell-
marker; rot: MAP2a+b, griin: GFAP

(ROIs), bestimmt. Die Aufzeichnung der Fluoreszenzintensitat erfolgte in Nicht-
Echtzeit auf Einzelzellniveau. Die durch die CCD-Kamera gemessenen Intensi-
tatswerte der Lichtemission bei 510 nm nach Anregung einzelner Fura-2 bela-
dener Zellen mit den fur Fura-2 spezifischen Wellenl&angen von 340 und 380 nm
wurden wechselweise in den Computer eingelesen. Wahrend der gesamten
Versuchsdauer wurden die Fluoreszenz-Intensitaten alle finf Sekunden gemes-
sen (=0,2 Hertz). Der vom Computer ermittelte Quotient (340 nm /380 nm
Ratio) wurde in Abhangigkeit von der Zeit in einem Koordinatensystem aufge-
tragen. Die gemessenen Werte wurden gespeichert und zur Bearbeitung und

Darstellung in das Programm ,Graph Pad Prism® exportiert.

Fir jeden neuromodulatorischen Transmitter (Angll, NA, Glutamat) wurde pro-
zentual ermittelt, wie viele der untersuchten Zellen stimuliert werden konnten.
Bei der Auswertung wurden nur solche Zellen bertcksichtigt, welche am Ende
einer Versuchsreihe auf Stimulation mit Glutamat oder Kaliumchlorid mit einer
Erhdhung der Ratio reagierten. Fur die reagierenden Zellen wurden der arith-
metische Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (S.E.M.) der Ratio-
Anderung errechnet. Die Daten wurden mit Hilfe des Computer-Programms

,Graph Pad Prism" in Form von Balkendiagrammen dargestellt. Mit selbiger
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Software wurden statistische Untersuchungen durchgefuhrt und die MW der
Ratio-Anderungen innerhalb einer Versuchsserie statistisch miteinander ver-
glichen. Als statistischer Test wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney U
Rangtest gewahlt.
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3. Ergebnisse

3.1. Physiologische Ganztierversuche
3.1.1. Telemetrie Versuchsgruppe A: Thermische Stimulation

3.1.1.1.  Zeitlicher Verlauf der Korperkerntemperatur

Bei einem Licht : Dunkel Wechsel von 12 : 12 Stunden erfolgte die Aufzeich-
nung der Korperkerntemperatur (KT) Uber 96 Stunden, beginnend mit der er-
sten Lichtphase. Der zeitliche Verlauf der KT wird in Abb. 18 als Kurvendia-
gramm der 1-Stundenmittelwerte (1-Std-MW) und in Abb. 19 als Balkendia-
gramm der 6-Stundenmittelwerte (6-Std—MW) dargestellt.

Bei einer Raumtemperatur (RT) von 23°C wéhrend der ersten 48 Stunden (=
Kontrollphase) wies der zeitliche Verlauf der KT eine typisch circadiane Rhyth-
mik zwischen Tag- und Nachtphasen mit héheren Werten wahrend der letzteren
auf und ist anhand von 1-Std-MW in Abb. 18 dargestellt. Wahrend der ersten
Tagphasen (Stunden 1-6 bzw. 25-30) lagen die gemessenen 1-Std-MW zwi-
schen 37,23 + 0.15°C und 37,46 + 0.09°C (Tag 1) bzw. 37,17 £ 0,06°C und
38,30 £ 0,2°C (Tag 2), entsprechend 6-Std-MW von 37,38 = 0,08°C (Tag 1)
bzw. 37,60 = 0,02°C (Tag 2) (Abb. 19). In der zweiten Tageshalfte (Stunden 7-
12 bzw. 31-36) schwankten die gemessenen 1-Std-MW zwischen 37,26
0,03°C und 38,00 + 0,14°C (Tag 1) bzw. 37,33 + 0,05°C und 37,76 £ 0,07°C
(Tag 2) (Abb. 18), und ergaben 6-Std-MW von 37,55 + 0.01°C (Tag 1) bzw.
37,62 £ 0,06°C (Tag 2) (Abb. 19), welche im Vergleich zur jeweils ersten
Tageshalfte keine signifikanten Unterschiede aufwiesen (Abb. 19).

Fur die erste Nachphase (Stunden 13-18 bzw. 37-42) ergaben sich bei 1-Std-
MW zwischen 37,86 + 0,07°C und 38,37 £ 0,17°C (Tag 1) bzw. 37,89 £ 0,17°C
und 38,35 + 0,14°C (Tag 2) 6-Std-MW von 38,07 £ 0,07°C (Tag 1) bzw. 38,16 +
0,12°C (Tag 2) (Abb. 19). Fur die zweite Nachtphase (Stunden 19-24 bzw. 43-
48) konnten bei 1-Std-MW zwischen 37,93 + 0,05°C und 38,42 £ 0,13°C (Tag 1)
bzw. 37,69 + 0,06°C und 38,03 £ 0,13°C (Tag 2) fur die 6-Std-MW Korpertem-
peraturen von 38,09 £ 0,04°C (Tag 1) bzw. 37,92 + 0,07°C (Tag 2) errechnet
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werden (Abb. 19). Die 6-Std-MW der Nachtphasen erwiesen sich im Bezug auf
die ermittelten Temperaturen der jeweils ersten Tagphasen (Tage 1 und 2) als
signifikant (2p < 0.01) erhoht.

Bei einer Erhéhung der Raumtemperatur auf 30°C wahrend der zweiten 48
Stunden (= experimentelle Phase) blieb die circadiane Rhythmik der KT sowohl
am ersten als auch am zweiten Tag der Warmeexposition, und somit der signi-
fikante Unterschied zwischen Tag- und Nachtphasen (2p < 0,01), erhalten (Abb.
18, 19). Die 1-Std-MW des dritten Versuchstages schwankten zwischen 37,51 +
0,03°C und 37,98 + 0,03°C (Tag 3, Stunden 49-54) bzw. 37,41 + 0,01°C und
38,03 £ 0.12 °C (Tag 3, Stunden 55-60). In den beiden Nachtphasen konnten
1-Std-MW zwischen 37,78 + 0,06°C und 38,59 + 0,14°C (Tag 3, Stunden 61-66)
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38.51 | A
38.0- AT ,

37.51

Kérperkerntemperatur [°C]
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Abb. 18: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Kérperkerntemperatur (KT) der
Versuchsgruppe A

Aus den telemetrisch erhobenen 5-min Mittelwerten der Korperkerntemperatur eines
jeden Tieres der Versuchsgruppe A wurden jeweils arithmetische 1-Std-MW gebildet.
Aus diesen wurden die 1-Std-MW fir die gesamte Gruppe (n=5) bestimmt und mit dem
jeweiligen mittleren Standardfehler (SEM) gegen die Zeit aufgetragen.
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Abb. 19: Darstellung der 6-Std-MW der Korperkerntemperatur der Versuchs-
gruppe A

Aus den 1-Std-MW jedes Tieres der Versuchsgruppe A wurden zum statistischen Ver-
gleich arithmetische 6-Std-MW erhoben. Aus diesen wurden die 6-Std-MW fur die
Gruppe errechnet und mit SEM in Form eines Balkendiagramms dargestellt. Sternchen
(*) reprasentieren statistische Signifikanzen fur den direkten Vergleich der Nacht-
phasen und der 2. Tagphase mit der ersten Tagphase eines jeden Tages, Rauten (¢)
fur den Vergleich zwischen Tag- bzw. Nachtphasen bei 30°C Raumtemperatur (RT) zu
jeweils entsprechenden Phasen bei 23°C RT. GemalR des nicht-parametrischen Mann-
Whitney U Rangtests: (**,¢¢ 2p<0,01) (n=5).

bzw. 38,07 + 0,14°C und 38,69 + 0,09°C (Tag 3, Stunden 67-72) ermittelt wer-
den. Am vierten Versuchstag bewegten sich die 1-Std-MW der beiden Tages-
phasen zwischen 37,34 + 0,12°C und 38,17 £ 0,08°C (Tag 4, Stunden 73-78)
bzw. 37,29 + 0,06°C und 37,69 + 0,09°C (Tag 4, Stunden 79-84). In den Nacht-
phasen betrugen die 1-Std-MW von 37,72 + 0,08°C bis 38,57 £ 0,14°C (Tag 4,
Stunden 85-90) und 38,22 + 0,15°C bis 38,44 £ 0,05°C (Tag 4, Stunden 91-96).
Die errechneten 6-Std-MW der ersten und zweiten Tagesphase des dritten
Versuchstages von 37,60 + 0,04°C (Tag 3, Stunden 49-54) und 37,73 + 0,06°C
(Tag 3, Stunden 55-60) bzw. des vierten Versuchstages von 37,66 £ 0,07°C
(Tag 4, Stunden 73-78) und 37,45 + 0,07°C (Tag 4, Stunden 79-84) zeigten
keinen Unterschied zu den bei 23°C RT erhaltenen Werten. Sowohl die 6-Std-
MW der beiden Nachtphasen des dritten Versuchstages von 38,18 + 0,11°C
(Tag 3, Stunden 61-66) und 38,41 + 0,08°C (Tag 3, Stunden 67-72), als auch
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die des vierten Versuchstages von 38,1 + 0,21°C (Tag 4, Stunden 85-90) und
38,31 £ 0,07°C (Tag 4, Stunden 91-96) erwiesen sich jeweils als signifikant
erhoht verglichen mit der zugehdorigen ersten Tagesphase (2p < 0,01), vor allem
aber auch mit den KT-Werten der aktiven Dunkelphase der Prastimulations-
periode bei 23°C RT (2p < 0,01) (Abb. 19).

3.1.1.2. Zeitlicher Verlauf der lokomotorischen Aktivitat

In den beiden Prastimulationstagen bei 23°C RT zeigte der Verlauf der lokomo-
torischen Aktivitat der Versuchstiere die physiologische circadiane Rhythmik
zwischen Licht- und Dunkelphase (Abb. 20). Dabei nahmen die additiv aus 12
5-min Werten ermittelten 1-Std-MW Aktivitatswerte (ac) schon wahrend der
zweiten Tagphase (Stunden 7-12) zu. Im 6-Std-MW ergaben sich jedoch keine
signifikanten Erhéhungen im Vergleich zur ersten Tagesphase (Abb. 21). In den
ersten beiden Tageshalften (Stunden 1-6 bzw. 25-30) wurden mittlere Aktivita-
ten zwischen 63 £ 19 ac und 100 + 48 ac bzw. 38 + 21 ac und 118 £ 36 ac, in
den zweiten Tagesphasen (Stunden 7-12 bzw. 31-36) zwischen 57 + 18 ac und
291 + 50 ac bzw. 40 £ 10 ac und 183 = 17 ac gemessen, welches jeweils einem
kumulativen 6-Std-MW von 493 + 109 (Tag 1, Stunden 1-6) und 920 £ 159 ac
(Tag 1, Stunden 7-12) bzw. 445 + 89 ac (Tag 2, Stunden 25-30) und 727 +
105 ac (Tag 2, Stunden 31-36) entsprachen (Abb. 21).

Im Gegensatz dazu zeigte sich die erwartet hohere Aktivitdt in den beiden
Nachtphasen des ersten und zweiten Tages (Stunden 13-18 und 19-24 bzw,
37-42 und 43-48). Wahrend in den ersten Halften der Dunkelphasen die mittle-
ren Aktivitdten zwischen 110 £ 19 ac und 224 + 64 ac (Tag 1 Stunden 13-18)
bzw. 93 £ 43 ac und 369 £ 128 ac (Tag 2, Stunden 37-42) schwankten, beweg-
ten sich die gemessenen activity counts (ac) der zweiten Nachthalften zwischen
29 £ 12 ac und 231 + 56 ac (Tag 1, Stunden 19-24) bzw. 42 + 16 ac und 280 *
86 ac (Tag 2, Stunden 43-48). Vergleicht man die ermittelten kumulativen
6-Std-MW dieser zwei Phasen, 959 + 144 ac (Tag 1, Stunden 13-18) und
1249 + 263 ac (Tag 2, Stunden 37-42) bzw. 862 + 129 ac (Tag 1, Stunden 19-
24) und 930 £ 70 ac (Tag 2, Stunden 43-48), mit denen der ersten Tagesphase
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(Stunden 1-6), so liel3 sich fur die ersten Nachtphasen von Tag 1 und 2 eine
signifikante Erh6hung der Aktivitat feststellen (2p < 0,05) (Abb. 21).
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Abb. 20: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der lokomotorischen Aktivitat der
Versuchsgruppe A

Aus den telemetrisch erhobenen 5-min Mittelwerten der lokomotorischen Aktivitat eines
jeden Tieres der Versuchsgruppe A wurden jeweils kumulative 1-Std-MW gebildet. Aus
diesen wurden die 1-Std-MW fiur die gesamte Gruppe (n=5) bestimmt und mit dem
jeweiligen mittleren Standardfehler (SEM) gegen die Zeit aufgetragen.

Nach der 48-stindigen Préastimulationsphase wurde die Raumtemperatur auf
30°C erhoht und der Einfluss auf die lokomotorische Aktivitat dokumentiert. Die
als zwischen 85+ 18ac und 236 +56 ac (Tag 3, Stunden 49-54) bzw.
53+ 15ac und 122 + 43 ac (Tag 4, Stunden 73-78) liegend errechneten 1-Std-
MW und die daraus resultierenden kumulativen 6-Std-MW von 760 + 221 ac
(Tag 3, Stunden 49-54) bzw. 530 = 89 ac (Tag 4, Stunden 73-78) der ersten 6-
Stunden Perioden der Lichtphase des ersten und zweiten Stimulationstages
zeigten keinen signifikanten Unterschied zu denen der Prastimulationstage bei

23°C RT. Auch die in den zweiten Tageshélften errechneten 1-Std-MW zwi-
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schen 85 £ 17 ac und 206 + 40 ac (Tag 3, Stunden 55-60) bzw. 64 + 10 ac und
157 + 24 ac (Tag 4, Stunden 79-84) (Abb. 20) ergaben bei kumulativen 6-Std-
MW von 794 + 144 ac (Tag 3, Stunden 55-60) bzw. 744 + 100 ac (Tag 4,
Stunden 79-84) keinen Unterschied im Vergleich zu entsprechenden Phasen
der Versuchstage bei 23 C (Abb. 21).

2500 | g3ic |
2000-
1500- : I
I U

* &

Al gl <l
3 000 2000 AN

-24h  25-48h 49-72h 73-96h

kumulative Aktivitat [ac/6h]

Abb. 21: Darstellung der 6-Std-MW der lokomotorischen Aktivitat der
Versuchsgruppe A

Aus den 1-Std-MW jedes Tieres der Versuchsgruppe wurden zum statistischen Ver-
gleich kumulative 6-Std-MW erhoben. Aus diesen wurden die 6-Std-MW fiir die Gruppe
errechnet und mit SEM in Form eines Balkendiagramms dargestellt. Sternchen (*)
reprasentieren statistische Signifikanzen fur den direkten Vergleich der Nachtphasen
und der 2. Tagphase mit der ersten Tagphase eines jeden Tages. Gemal} des nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Rangtests: (** 2p<0,01) (* 2p< 0,05) (n=5).

Waéhrend der ersten Nachthalften bei 30°C RT konnten Mittelwerte zwischen
145+ 19 ac und 322 + 103 ac (Tag 3, Stunden 61-66) bzw. 125 * 25 ac und
285 + 28 ac (Tag 4, Stunden 85-90) ermittelt werden (Abb. 20). Im Vergleich
der kumulativen 6-Std-MW von 1245 + 151 ac (Tag 3, Stunden 61-66) bzw.
1193 £ 74 ac (Tag 4, Stunden 85-90) mit denen der ersten Tageshalften bei
30°C RT zeigte sich ein hoher signifikanter Unterschied als bei 23°C RT
(2p £0,01) (Abb. 21). Dies ergab sich auch fir die zweiten Nachthéalften der
Stimulationstage, deren 1-Std-MW zwischen 120+ 17 ac und 339 + 106 ac

(Tag 3, Stunden 67-72) bzw. 104 + 15 ac und 181 £+ 17 ac (Tag 4, Stunden 91-
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96) lagen und deren kumulative 6-Std-MW von 1316 + 212 ac (Tag 3, Stunden
67-72) bzw. 897 £ 58 ac (Tag 4, Stunden 91-96) signifikante Unterschiede zu
den Tagesphasen bei 30°C RT ergaben (2p < 0,01) (Abb. 21). Ein Vergleich mit
den Nachtphasen der Prastimulationstage ergab jedoch keinen statistisch signi-

fikanten Unterschied.

3.1.1.3. Zeitlicher Verlauf der Trinkwasseraufnahme

Der zeitliche Verlauf der Trinkwasseraufnahme zeigt wie diejenigen der Korper-
kerntemperatur und der lokomotorischen Aktivitat eine circadiane Rhythmik, die
sich bei thermoneutraler Umgebungstemperatur wéhrend der Lichtphase in
moderatem, wéahrend der Dunkelphase in intensiveren Trinkverhalten auf3erte
(Abb. 22). Dabei nahm die Trinkwasseraufnahme parallel zur lokomotorischen
Aktivitat (siehe 3.1.1.2) schon gegen Ende der jeweils zweiten Tagphase zu, die
am ersten Versuchstag im Vergleich zur ersten Tagesphase hoch signifikant
war (2p <0,01). Die gemessenen 1-Std-MW bewegten sich in dieser Zeit-
spanne am ersten Versuchtag zwischen 0,0 und 3,3 + 0,6 ml bzw. am zweiten
Versuchstag zwischen 0 und 3,0 £ 0,4 ml. Dies ergab 6-Std-MW von 0,6 + 0,2
ml (Tag 1, Stunden 1-6) und 8,2 + 1,5 ml (Tag 1, Stunden 7-12) bzw. von 2,6 £
1,8 ml (Tag 2, Stunden 25-30) und 6,3+1,0ml (Tag 2, Stunden 31-36)
(Abb. 23).

Dem gegeniber stand eine signifikant erhohte Trinkwasseraufnahme in der
ersten und zweiten Nachtphase des ersten Versuchstages bei 23°C RT von
10,9+ 1,2 ml (Tag 1, Stunden 13-18) (2p < 0,01) und 4,8 + 0,9 ml (Tag 1, Stun-
den 19-24) (2p <0,05), welchen 1-Std-MW zwischen 0,0 und 3,6 £ 0,8 ml
zugrunde lagen. Dieser tageszeitabhangige Unterschied zeigte sich am zweiten
Versuchstag lediglich bei der Trinkwasseraufnahme der ersten Nachtphase, die
mit einem 6-Std-MW von 12,5+ 3,7 ml (Tag 2, Stunden 37-42) signifikant
gegeniber der ersten Tagphase erhdht war (2p < 0,05).

Nach 48 Stunden wurde die Raumtemperatur auf 30°C erhdht und der Einfluss

auf das Trinkverhalten der Versuchstiere dokumentiert. Bereits in der ersten
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Abb. 22: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Trinkwasseraufnahme der
Versuchsgruppe A

Aus den telemetrisch erhobenen 5-min Mittelwerten der Trinkwasseraufnahme eines
jeden Tieres der Versuchsgruppe A wurden jeweils kumulative 1-Std-MW gebildet. Aus
diesen wurden die 1-Std-MW fir die gesamte Gruppe (n=5) bestimmt und mit dem
jeweiligen mittleren Standardfehler (SEM) gegen die Zeit aufgetragen.

Tagesphase des ersten Stimulationstages konnte ein moderater Anstieg der
Trinkwasseraufnahme verzeichnet werden (Tag 3, Stunden 49-54) (Abb. 22).
Im kumulativen 6-Std-MW ergab sich ein Volumen von 3,9+ 1,4 ml (Tag 3,
Stunden 49-54) (Abb. 23). Der moderate Anstieg der Wasseraufnahme liel3 sich
auch in der zweiten Tageshalfte des ersten Stimulationstages (Tag 3, Stunden
55-60) feststellen. Der kumulative 6-Std-MW fir diese Zeitspanne betrug 8,50 +
0,6 ml (Abb. 23). Desweiteren war zu vermerken, dass unter thermischen
Stimulationsbedingungen in jeder Stundeneinheit der beiden Tagesphasen

Trinkwasser aufgenommen wurde, was bei 23°C RT nicht der Fall war.
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Abb. 23: Darstellung der 6-Std-MW der Trinkwasseraufnahme der Versuchs-
gruppe A

Aus den 1-Std-MW jedes Tieres der Versuchsgruppe wurden zum statistischen Ver-
gleich kumulative 6-Std-MW erhoben. Aus diesen wurden die 6-Std-MW fir die Gruppe
errechnet und mit SEM in Form eines Balkendiagramms dargestellt. Sternchen (*)
reprasentieren statistische Signifikanzen fur den direkten Vergleich der Nachtphasen
und der 2. Tagphase mit der ersten Tagphase eines jeden Tages, Rauten (¢) fir den
Vergleich zwischen Tag- bzw. Nachtphasen bei 30°C Raumtemperatur (RT) zu jeweils
entsprechenden Phasen bei 23°C RT. Gemal} des nicht-parametrischen Mann-
Whitney U Rangtests: (** 2p < 0,01; * 2p < 0,05; ¢ 2p < 0,05) (n=5).

In den Nachtphasen des ersten Stimulationstages schwankten die 1-Std-MW
zwischen 1,5+ 0,9 und 6,1 £ 2,2 ml und ergaben einen 6-Std-MW von 20,8 +
4,2 ml (Tag 3, Stunden 61-66) und 12,0 + 2,4 ml (Tag 3; Stunden 67-72). Die
Trinkwasseraufnahme wahrend der zweiten Nachtphase zeigte sich im Ver-
gleich zur entsprechenden Phase bei 23°C RT als signifikant erhoht (2p < 0,05)
(Abb. 23).

Im Verlauf der ersten beiden Tageshélften des zweiten Stimulationstages bei
30°C RT konnte ein weiterer Anstieg der Trinkwasseraufnahme dokumentiert
werden, die 1-Std-MW von bis zu 4,2 + 2,1 ml erreichten. Im kumulativen 6-Std-
MW wurden Volumina von 7,7 £2,7 ml (Tag 4, Stunden 73-78) bzw. 13,6 £
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3,7 ml (Tag 4, Stunden 79-84) erreicht, welche im Vergleich zu den Werten ver-
gleichbarer Perioden bei 23°C RT des ersten Tages signifikant erh6ht waren
(2p £ 0,05). In den Nachtphasen des zweiten Stimulationstages bewegten sich
die 1-Std-MW zwischen 0,4 + 0,4 und 4,4 £ 0,8 ml und ergaben 6-Std-MW von
8,2 £ 2,3 ml (Tag 4, Stunden 85-90) bzw. 12,5 + 2,7 ml (Tag 4, Stunden 91-96).
Eine ausgepragte circadiane Rhythmik der Trinkwasseraufnahme war am zwei-
ten Stimulationstage bei 30°C RT nicht mehr nachweisbar (Abb. 22 und 23).

3.1.2. Telemetrie Versuchgruppe B: Hitzestress

3.1.2.1. Zeitlicher Verlauf der Kérperkerntemperatur

Die Aufzeichnung der KT erfolgte wie fur Versuchsgruppe A fiur 96 Stunden,
beginnend mit der ersten Lichtphase. Bei der Aufzeichnung der KT-Werte wah-
rend der ersten 48 Stunden bei 23°C RT konnte die circadiane Rhythmik der KT
dokumentiert werden (Abb. 24). Die gemessenen 1-Std-MW der ersten beiden
Tageshalften der Prastimulationstage lagen zwischen 37,48 = 0,14°C und 37,75
+ 0,07°C (Tag 1, Stunden 1-6) bzw. 37,56 + 0,15°C und 37,63 £ 0,07°C (Tag 2,
Stunden 25-30). Die daraus errechneten 6-Std-MW ergaben 37,55 + 0,10°C fur
Tag 1 (Stunden 1-6) und 37,64 £ 0,08°C fur Tag 2 (Stunden 25-30) (Abb. 25).
Die 6-Std-MW der beiden zweiten Tageshélften der Prastimulationstage
betrugen 37,79 £ 0,07°C (Tag 1, Stunden 7-12) bzw. 37,76 £ 0,08 C (Tag 2,
Stunden 31-36) und basierten auf 1-Std-MW zwischen 37,85 = 0,13°C und
37,91 £ 0,07°C (Tag 1, Stunden 7-12) bzw. 37,54 £ 0,18°C und 38,14 £ 0,15°C
(Tag 2, Stunden 31-36).

In den ersten Halften der Dunkelphasen der Prastimulationstage bei 23°C RT
differierten die gemessenen 1-Std-MW zwischen 38,18 + 0,07°C und 38,33
0,11°C (Tag 1, Stunden 13-18) bzw. 38,32 + 0,16°C und 38,52 + 0,07°C (Tag 2,
Stunden 37-42) (Abb. 24), welche 6-Std-MW von 38,25 + 0,10°C (Tag 1, Stun-
den 13-18) bzw. 38,33 + 0,04°C (Tag 2, Stunden 37-42) ergaben, die im Ver-
gleich zu der ersten Tagesphase (Stunden 1-6) signifikant erh6ht waren
(2p £0,01) (Abb 25). Auch die zweiten Halften der Nachtphasen bei 23°C RT
mit 1-Std-MW zwischen 38,27 + 0,24°C und 38,40 £ 0,17°C (Tag 1, Stunden
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19-24) bzw. 38,22 + 0,28°C und 38,62 + 0,12°C (Tag 2, Stunden 43-48) wiesen
6-Std-MW von 38,29 £ 0,12°C (Tag 1, Stunden 19-24) bzw. 38,37 + 0,13°C
(Tag 2, Stunden 43-48) auf, die im Vergleich zur jeweils ersten Tagphasen sig-
nifikant erhéht waren (2p < 0,01) (Abb. 25).
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Abb. 24: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Korperkerntemperatur der
Versuchsgruppe B

Aus den telemetrisch erhobenen 5-min Mittelwerten der Korperkerntemperatur eines
jeden Tieres der Versuchsgruppe A wurden jeweils arithmetische 1-Std-MW gebildet.
Aus diesen wurden die 1-Std-MW fir die gesamte Gruppe (n=5) bestimmt und mit dem
jeweiligen mittleren Standardfehler (SEM) gegen die Zeit aufgetragen.

Nach 48 Stunden wurde die Raumtemperatur auf 33°C angehoben. In den
ersten sechs Stunden der Stimulation zeigten sich physiologische 1-Std-MW,
die zwischen 37,54 + 0,13°C und 37,76 + 0,1°C (Tag 3, Stunden 1-6) schwank-
ten und im 6-Std-MW keine signifikanten Unterschiede zu den Basalwerten der
Prastimulationstage bei 23°C RT zeigten (Abb. 24 und 25). Die 1-Std-MW der
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Abb. 25: Darstellung der 6-Std-MW der Korperkerntemperatur der Versuchs-
gruppe B

Aus den 1-Std-MW jedes Tieres der Versuchsgruppe wurden zum statistischen Ver-
gleich arithmetische 6-Std-MW erhoben. Aus diesen wurden die 6-Std-MW fur die
Gruppe errechnet und mit SEM in Form eines Balkendiagramms dargestellt. Sternchen
(*) reprasentieren statistische Signifikanzen fur den direkten Vergleich der Nacht-
phasen und der 2. Tagphase mit der ersten Tagphase eines jeden Tages, Rauten (¢)
fur den Vergleich zwischen Tag- bzw. Nachtphasen bei 33°C Raumtemperatur (RT) zu
jeweils entsprechenden Phasen bei 23°C RT. GemalR des nicht-parametrischen Mann-
Whitney U Rangtests: (**,4¢ 2p < 0,01) (n=5).

zweiten Tageshalfte von Versuchstag 3 hingegen wiesen Korperkerntempera-
turen zwischen 37,79 £ 0,14°C und 38,89 + 0,2°C auf (Tag 3, Stunden 7-12),
die im 6-Std-MW von 38,14 £ 0,16°C im Vergleich zur Prastimulation zwar
moderat erh6ht, jedoch nicht signifikant unterschiedlich war. Anders verhielt es
sich bei den ermittelten Werten der ersten Halfte der Dunkelphase. Bei deutlich
erhohten KT von 39,21 £ 0,21°C bis 39,7 £ 0,18°C fur die 1-Std-MW (Tag 3,
Stunden 61-66) (Abb. 24) zeigte der daraus resultierende 6-Std-MW von
39,18 + 0,28°C eine signifikante Erhéhung sowohl im Vergleich zur Tagesphase
der Stimulation als auch im Bezug zur vergleichbaren Dunkelperiode wéhrend
der Prastimulationsphase bei 23°C RT (2p < 0,01) (Abb. 25). Dasselbe war der
Fall fir die zweite Nachphase (Tag 3, Stunden 67-72) mit einem 6-Std-MW von
39,47 £ 0,26°C.
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Der deutlichste Einfluss der Erh6hung der Raumtemperatur auf 33°C liel3 sich
am Versuchstag 4 festhalten. Sowohl die erste als auch die zweite Halfte der
Lichtphase wiesen markant erhdhte Koérperkerntemperaturen mit 1-Std-MW
zwischen 39,24 + 0,32°C und 39,64 + 0,21°C (Tag 4, Stunden 73-78) bzw.
39,06 + 0,31°C und 39,12 + 0,28°C (Tag 4, Stunden 79-84) auf. Die daraus
ermittelten 6-Std-MW von 39,17 + 0,42°C bzw. 38,81 + 0,4°C waren im Ver-
gleich zur jeweils entsprechenden Phase bei 23°C RT hoch signifikant erhoht
(2p =0,01) (Abb. 24 und 25). Bei 1-Std-MW der ersten und zweiten Nachthéalfte
zwischen 39,28 + 0,31°C und 39,83 +0,17°C (Tag 4, Stunden 85-90) bzw.
39,39 £ 0,31°C und 39,58 =+ 0,17°C (Tag 4, Stunden 91-96) ergaben sich 6-Std-
MW von 39,24 £+ 0,32°C bzw. 39,25 £ 0,32°C, die im Vergleich zu den beiden
Tageshalften keinen signifikanten Unterschied mehr aufwiesen, jedoch im direk-
ten Vergleich zur entsprechenden Tagesperiode bei 23°C RT signifikant erhdht
waren (2p <0,01). Der Verlauf der circadianen Rhythmik der KT ergab sich
zwar noch in der Darstellung fortlaufender 1-Std-MW (Abb. 24), nicht mehr je-
doch aus dem statistischen Vergleich der 6-Std-MW fur Tag 4 bei 33°C RT
(Abb. 25).

3.1.2.2. Zeitlicher Verlauf der lokomotorischen Aktivitat

Wahrend der gesamten Aufzeichnungsdauer der lokomotorischen Aktivitat von
96 Stunden (2 Tage bei 23°C, 2 Tage bei 33°C RT) konnte die circadiane
Rhythmik dieses Parameters dargestellt werden (Abb. 26). Wahrend der ersten
Tagphase (Stunden 1-6) der Prastimulationsperiode bei 23°C RT schwankten
die 1-Std-MW zwischen 52 + 21 ac und 156 + 30 ac (Tag 1, Stunden 1-6) bzw.
14 £ 4 ac und 159 + 52 ac (Tag 2, Stunden 25-30) (Abb. 26). Die kumulativen
6-Std-MW lagen bei 687 + 144 ac respektive 320 + 89 ac (Abb. 27). Die 1-Std-
MW fur die telemetrisch aufgezeichnete lokomotorische Aktivitat der zweiten
Tageshalften bei 23°C RT beliefen sich auf 22 + 8 ac bis 120 + 36 ac (Tag 1,
Stunden 7-12) sowie 49 £ 26 ac bis 98 + 35 ac (Tag 2, Stunden 31-36); die
kumulativen 6-Std-MW errechneten sich fur die gesamte Gruppe von funf
Tieren zu 449 = 96 ac bzw. 532 + 103 ac fir die entsprechenden Tagesphasen
(Abb. 27).
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Abb.26: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der lokomotorischen Aktivitat der
Versuchsgruppe B

Aus den telemetrisch erhobenen 5-min Mittelwerten der lokomotorischen Aktivitat eines
jeden Tieres der Versuchsgruppe B wurden jeweils kumulative 1-Std-MW gebildet. Aus
diesen wurden die 1-Std-MW fiur die gesamte Gruppe (n=5) bestimmt und mit dem
jeweiligen mittleren Standardfehler (SEM) gegen die Zeit aufgetragen.

Wahrend der ersten sechs Stunden der Dunkelphasen von Tag 1 und 2 bei
23°C RT konnten mittlere Aktivitaten von 100 + 32 ac bis 197 £ 90 ac (Tag 1,
Stunden 13-18) bzw. von 68 + 23 ac bis 283 + 139 ac (Tag 2, Stunden 37-41)
gemessen werden (Abb. 26). Die kumulativen 6-Std-MW von 1234 + 248 ac
und 1208 + 344 ac spiegelten durch ihren signifikanten Unterschied (2p < 0,01)
zur jeweils ersten Tagesphase die circadiane Rhythmik der lokomotorischen
Aktivitat wider (Abb. 27). Auch die ermittelte Aktivitat (1-Std-MW) der zweiten
Nachtphasen von Tag 1 und 2 differierten zwischen mittleren Aktivitdten von
147 £ 60 ac bis 227 + 39 ac (Tag 1, Stunden 19-24) bzw. von 135 £ 30 ac bis
215 + 66 ac (Tag 2, Stunden 43-48), wodurch sich kumulative 6-Std-MW von
1379 + 490 ac bzw. 1338 + 160 ac errechneten, die ebenfalls im Bezug auf die

erste Tagesphase eine signifikante Zunahme aufwiesen (2p < 0,01) (Abb. 27).
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Abb. 27: Darstellung des 6-Std-MW der lokomotorischen Aktivitat der Ver-
suchsgruppe B

Aus den 1-Std-MW jedes Tieres der Versuchsgruppe wurden zum statistischen Ver-
gleich kumulative 6-Std-MW erhoben. Aus diesen wurden die 6-Std-MW fir die Gruppe
errechnet und mit SEM in Form eines Balkendiagramms dargestellt. Sternchen (*)
reprasentieren statistische Signifikanzen fur den direkten Vergleich der Nachtphasen
und der 2. Tagphase mit der ersten Tagphase eines jeden Tages, Rauten (¢) fir den
Vergleich zwischen Tag- bzw. Nachtphasen bei 33°C Raumtemperatur (RT) zu jeweils
entsprechenden Phasen bei 23°C RT. Gemal} des nicht-parametrischen Mann-
Whitney U Rangtests: (**,¢¢ 2p < 0,01) (n=5).

Nach der 48-stindigen Phase bei 23°C RT wurde die Raumtemperatur auf
33,0°C erhoht. Die erste Tagphase (Tag 3, Stunden 49-54) zeigte mit 1-Std-MW
zwischen 53 + 24 ac und 172 + 68 ac und einem kumulativen 6-Std-MW von
752 £+ 131 ac keinen Einfluss der Umgebungstemperatur auf die lokomotorische
Aktivitat. Deutlich erh6hte sich die lokomotorische Aktivitat jedoch innerhalb der
zweiten Tagesphase (Tag 3, Stunden 55-60) (Abb. 26 und 27). Mit 1-Std-MW
zwischen 153 + 63 ac und 302 + 114 ac erreichte der kumulative 6-Std-MW mit
1864 £ 149 ac einen hoch signifikanten Unterschied sowohl im Vergleich mit
der ersten Tageshalfte des ersten Stimulationstages (Tag 3, Stunden 49-54),
als auch mit den gemessenen Werten der vergleichbaren Tagesphase bei 23°C
RT (2p =0,01). Bereits sechs Stunden nach Erhéhung der Umgebungstem-
peratur war somit die circadiane Rhythmik der lokomotorischen Aktivitat aufge-
hoben.
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In den beiden Nachtperioden des ersten Stimulationstages erreichten die 1-Std-
MW fiur die lokomotorische Aktivitat 161 + 61 ac bis 237 £ 97 ac (Tag 3, Stun-
den, 61-66) bzw. 128 + 66 ac bis 228 + 79 ac (Tag 3, Stunden 67-72). Die da-
rauf basierenden kumulativen 6-Std-MW von 1514 + 496 ac und 1442 + 375 ac
zeigten im Vergleich zur ersten Tagphase (Tag 3, Stunden 49-54) einen signifi-
kanten Unterschied (2p <0,01). Im direkten Vergleich mit den bei 23°C RT
erhobenen Werten fir die gleiche Lichtperiode bei 23°C konnte kein statistisch

signifikanter Unterschied ermittelt werden (Abb. 27).

Am zweiten Tag der thermischen Stimulation bewegten sich die gemessenen
1-Std-MW fir beide Tagesphasen zwischen 76 + 33 ac und 132 + 78 ac (Tag 4,
Stunden 73-78) bzw. zwischen 69 + 33 ac und 102 + 52 ac (Tag 4, Stunden 79-
84) (Abb. 26). Die kumulativen 6-Std-MW erreichten 942 + 186 ac bzw.
681 £ 130 ac, wobei letzterer im Vergleich mit den zeitgleichen Wert bei 23°C
signifikant (2p <0,05) erhdht war (Abb. 27). Wéahrend der Nachtphasen des
zweiten Stimulationstages zeigte sich eine moderate Reduktion der lokomotori-
schen Aktivitat. Bei 1-Std-MW von 60 £ 22 ac bis 206 £ 77 ac (Tag 4, Stunden
85-90) bzw. von 90 £ 39 ac bis 182 + 97 ac (Tag 4, Stunden 91-96) (Abb. 27)
wiesen die daraus resultierenden, kumulativen 6-Std-MW von 934 + 38 ac und
985 £+ 119 ac weder einen signifikanten Unterschied zur ersten Tagphase des
gleichen Tages noch zu den Nachtphasen unter Kontrollbedingungen bei 23°C
RT auf (Abb. 26 und 27). Auch am zweiten Tag der thermischen Stimulation
schien die circadiane Rhythmik der lokomotorischen Aktivitat aufgehoben.

3.1.2.3. Zeitlicher Verlauf der Trinkwasseraufnahme

Die Aufzeichnung der Trinkwasseraufnahme erfolgte Uber die gesamte Ver-
suchsdauer von 96 Stunden mit Beginn der ersten Lichtphase. Wahrend der
ersten beiden Tage bei 23°C RT konnte wie auch in der Versuchsgruppe A ein
circadianer Rhythmus des Trinkverhaltens dokumentiert werden (Abb. 28). Die
pro Stunde aufgenommenen Trinkwassermengen betrugen zwischen 0,2 £ 0,1
und 2,0+ 0,5 ml (Tag 1, Stunden 1-6) bzw. 0,1 £0,1 und 0,9 £ 0,5 ml (Tag 1,
Stunden 7-12), wéhrend in den beiden Nachtphasen 1-Std-MW zwischen
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1,8+0,3 und 2,3+20,7ml (Tag 1 Stunden 13-18) bzw. 1,4+ 0,5 und 3,5+
1,2ml (Tag 1, Stunden 19-24) erreicht wurden (Abb. 28). Deutlicher ist die
circadiane Rhythmik anhand der kumulatien 6-Std-MW erkennbar. Wéhrend
innerhalb der beiden Tagesphasen Trinkwassermengen von 8,0 + 0,3 ml (Tag
1, Stunden 1-6) und 3,4 + 1,2 ml verzeichnet werden konnten, betrugen die in
den Nachtphasen ermittelten Volumina 12,4 + 0,6 ml (Tag 1, Stunden 13-18)
und 12,0 £ 1,9 ml (Tag 1, Stunden 19-24). Im statistischen Vergleich zur ersten
Tagesphase erwies sich die Trinkwassesraufnahme der ersten Nachtphase als
signifikant (2p < 0,05) erhéht (Abb. 29).

Der zweite Versuchstag bei 23°C RT zeigte einen &hnlichen Verlauf der Trink-
wasseraufnahme. In den ersten Tagesphasen schwankten die ermittelten
1-Std-MW zwischen 0,0 und 0,1 £ 0,1 ml (Tag 2, Stunden 25-30) bzw. 0,0 und
1,0+ 0,6 ml (Tag 2, Stunden 31-36) (Abb. 28). Diese ergaben 6-Std-MW von
0,1 +£0,1 ml (Tag 2, Stunden 25-30) und 2,6 = 0,7 ml (Abb. 29). In den beiden
Nachtphasen des zweiten Versuchstages berechneten sich die aufgenomme-
nen Trinkwassermengen auf 1-Std-MW von 0,7 £ 0,2 bis 2,9+ 1,2 ml (Tag 2,
Stunden 37-42) bzw. 0,1 +0,1 bis 1,6 + 0,6 ml (Tag 2, Stunden 43-48). Die
daraus ermittelten 6-Std-MW von 11,9 + 0,9 ml (Tag 2, Stunden 37-42) und
4,7 +0,4 ml (Tag 2, Stunden 43-48) erwiesen sich wie auch die Trinkwasser-
mengen der zweiten Tagesphase im statistischen Vergleich mit der ersten
Tagesphase als signifikant erhoht (2p < 0,05) (Abb. 29).

Nach Erhohung der RT auf 33°C konnte am Ende der zweiten Tagesphase ein
leichter Anstieg der Trinkwasseraufnahme verzeichnet werden. Die gemesse-
nen 1-Std-MW betrugen zwischen 0,0 und 2,8 + 0,7 ml (Tag 3, Stunden 49-54)
bzw. 0,0 und 2,0 + 0,3 ml (Tag 3, Stunden 55-60) und ergaben somit kumulative
6-Std-MW von 3,6 £ 0,7 ml (Tag 3, Stunden 49-54) und 5,8 + 0,7 ml (Tag 3,
Stunden 55-60) (Abb. 29). Im statistischen Vergleich mit entsprechenden
Tagesphasen des ersten Versuchstages erwies sich die aufgenommene Trink-
wassermenge der ersten Tagesphase bei 33°C sogar als siginifikant erniedrigt
(2p £ 0,05). In den beiden Nachtphasen des dritten Versuchstages errechneten
sich die 1-Std-MW als 1,4 £ 0,3 und 2,8 £ 0,9 ml (Tag 3, Stunden 61-66) bzw.
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Abb. 28: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Wasseraufnahme der Ver-
suchsgruppe B

0-

Aus den telemetrisch erhobenen 5-min Mittelwerten der Trinkwasseraufnhame eines
jeden Tieres der Versuchsgruppe B wurden jeweils kumulative 1-Std-MW gebildet. Aus
diesen wurden die 1-Std-MW fir die gesamte Gruppe (n=5) bestimmt und mit dem
jeweiligen mittleren Standardfehler (SEM) gegen die Zeit aufgetragen.

1,3+£0,7und 2,5+ 1,4 ml (Tag 3, Stunden 67-72) (Abb. 28). Die 6-Std-MW von
13,3+ 1,5 ml (Tag 3, Stunden 61-66) und 11,3 £ 1,4 ml (Tag 3, Stunden 67-72)
zeigten lediglich im Vergleich mit der ersten Tagesphase des dritten Versuchs-
tages eine signifikante Erh6hung der Trinkwasseraufnahme (2p < 0,05). Ein
statistisch signifikant gesteigertes Trinkverhalten im direkten Vergleich mit der

jeweiligen Nachtphase bei 23°C konnte nicht nachgewiesen werden (Abb. 29).

Am vierten Versuchstag konnte ein weiterer Anstieg der Trinkwasseraufnahme
vor allem wéahrend der Tages-, teilweise auch der Nachtphasen demonstriert
werden (Abb. 28 und 29). Die 1-Std-MW stiegen auf Werte zwischen 1,3 + 1,2
ml und 2,7 £ 1,1 ml (Tag 4, Stunden 72-78) bzw. 0,1 £ 0,2 ml und 2,5 + 0,2 ml
(Tag 4, Stunden 79-84) an und ergaben 6-Std-MW von 11,1 + 3,4 ml bzw.

108



3 Ergebnisse

I 23°C

il iI" h"

1-24  25-48 49-72 73-96

— — (%] [\%]
o €y} o (6]
| 1 1 ]

(6}
1

kumulative Wasseraufnahme [ml|/6h]
4 *
—
= *

o
1

Abb. 29: Darstellung des 6-Std-MW der Trinkwasseraufnahme der Versuchs-
gruppe B

Aus den 1-Std-MW jedes Tieres der Versuchsgruppe wurden zum statistischen Ver-
gleich kumulative 6-Std-MW erhoben. Aus diesen wurden die 6-Std-MW fir die Gruppe
errechnet und mit SEM in Form eines Balkendiagramms dargestellt. Sternchen (*)
reprasentieren statistische Signifikanzen fiir den direkten Vergleich der Nachtphasen
und der 2. Tagphase mit der ersten Tagphase eines jeden Tages, Rauten (¢) fir den
Vergleich zwischen Tag- bzw. Nachtphasen bei 30°C Raumtemperatur (RT) zu jeweils
entsprechenden Phasen bei 23°C RT. GemdalRl des nicht-parametrischen Mann-
Whitney U Rangtests: ( * 2p < 0,05; ¢ 2p < 0,05) (n=5).

8,7 £0,7 ml (Abb. 29). Aufgrund dieses Anstieges der Trinkwasseraufnahme
wahrend der Lichtphase konnte kein signifikanter Unterschied zur Trinkwasser-
aufnahme wahrend der Dunkelphase nachgewiesen werden. Die 1-Std-MW der
beiden Nachtphasen bewegten sich zwischen 1,6 £ 0,3 und 4,1 + 1,0 ml (Tag 4,
Stunden 85-90) bzw. 0,2 £0,1 und 4,3 +£0,8 ml (Tag 4, Stunden 91-96). Die
daraus resultierenden 6-Std-MW betrugen 16,7 +1,6 ml und 13,3+ 1,7 ml
(Abb. 29). Ein signifikanter Anstieg der Trinkwasseraufnahme im Vergleich zu
entsprechenden Nachtphasen bei 23°C RT konnte nicht nachgewiesen werden.
Die circadiane Rhythmik war am zweiten Versuchstag bei 33°C RT nur noch

marginal zu erkennen (Abb. 28 und 29).
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3.1.3. Telemetrie Versuchsgruppe C: Isotone Hypovolamie

3.1.3.1. Zeitlicher Verlauf der Kérperkerntemperatur

In dieser Versuchsgruppe wurde durch die systemische Applikation von PEG
eine isotone, intravasale Hypovolamie erzeugt. Die Aufzeichnungsdauer der KT
betrug bei der Versuchsgruppe C insgesamt 56 Stunden. Wie bereits anhand
der Daten von Versuchsgruppe A und B demonstriert, zeigte sich auch bei der
Versuchsgruppe C eine circadiane Rhythmik des Korperkerntemperaturverlaufs
bei einer Umgebungstemperatur von 23°C (Abb. 30). Vor der experimentellen
Induktion der emessenen Temperaturwerte im Bereich der unter 3.1.1 und
3.1.2. dargestellten Befunde (Tag 1 und 2, Stunden 1-48). Nach i.p. Injektion
des korperwarmen PEG konnte keine signifikante Anderung der

Kdrperkerntemperatur im Vergleich zu den Werten der Tage 1 und 2 wéh-
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Abb. 30: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Korperkerntemperatur der
Versuchsgruppe C

Aus den telemetrisch erhobenen 5-min Mittelwerten der Korperkerntemperatur eines
jeden Tieres der Versuchsgruppe C wurden jeweils arithmetische 1-Std-MW gebildet.
Aus diesen wurden die 1-Std-MW fur die gesamte Gruppe (n=5) bestimmt und mit dem
jeweiligen mittleren Standardfehler (SEM) gegen die Zeit aufgetragen.
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rend der ersten Lichtphase dokumentiert werden (Abb. 30 und 31). Die mittlere

KT nach Applikation von PEG betrug 37,9 + 0,11°C (Tag 3, Stunden 49-52).
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Abb. 31: Darstellung der 6-Std-MW der Korperkerntemperatur der Versuchs-
gruppe C

Aus den 1-Std-MW jedes Tieres der Versuchsgruppe wurden zum statistischen
Vergleich arithmetische 6-Std-MW erhoben. Aus diesen wurden die 6-Std-MW fur die
Gruppe errechnet und mit SEM in Form eines Balkendiagramms dargestellt. Sternchen
(*) reprasentieren statistische Signifikanzen fur den direkten Vergleich der Nacht-
phasen und der 2. Tagphase mit der ersten Tagphase eines jeden Tages. GemaR des
nicht-parametrischen Mann-Whitney U Rangtests: (** 2p < 0,01). (n=5).

3.1.3.2. Zeitlicher Verlauf der lokomotorischen Aktivitat

Auch fir den zeitlichen Verlauf der lokomotorischen Aktivitat bei 23°C RT
konnte - wie bereits bei den Versuchsgruppen A und B dargestellt - eine circa-
diane Rhythmik mit gesteigerter Laufaktivitdt wahrend der Dunkelphasen nach-
gewiesen werden (Abb. 32). Die errechneten 6-Std-MW der beiden Tages-
phasen des ersten Versuchstages betrugen 509 + 85 ac (Tag 1, Stunden 1-6)
bzw. 1022 + 205 ac (Tag 1, Stunden 7-12) (Abb. 33). Wahrend der aktiveren
Nachtphasen konnten 1812 + 88 ac (Tag 1, Stunden 13-18) bzw. 1327 + 95 ac
(Tag 1, Stunden 19-24) als 6-Std-MW telemetrisch fur die Ratten registriert
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werden, die sich im direkten Vergleich mit den 6-Std-MW der ersten Tagphase
als hoch signifikant stimuliert zeigten (2p < 0,01) (Abb. 33).
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Abb. 32: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der lokomotorischen Aktivitat der
Versuchsgruppe C

Aus den telemetrisch erhobenen 5-min Mittelwerten der lokomotorischen Aktivitat eines
jeden Tieres der Versuchsgruppe C wurden jeweils kumulative 1-Std-MW gebildet. Aus
diesen wurden die 1-Std-MW fir die gesamte Gruppe (n=5) bestimmt und mit dem
jeweiligen mittleren Standardfehler (SEM) gegen die Zeit aufgetragen.

Am zweiten Versuchstag betrugen die 6-Std-MW der ersten Tagesphasen
624 £ 246 ac (Tag 2, Stunden 25-30) und 871 + 128 ac (Tag 2, Stunden 31-36).
Wahrend der beiden Nachtphasen des zweiten Versuchstages konnten 6-Std-
MW von 1674 + 274 ac (Tag 2, Stunden 37-42) und 1627 £ 151 ac (Tag 2,
Stunden 43-48) verzeichnet werden. Im statistischen Vergleich mit der ersten
Tagesphase zeichneten sich beide Nachtphasen durch eine signifkant
gesteigerte lokomotorische Aktivitat der Versuchstiere aus (2p < 0,01) (Abb. 32
und 33). In den Stunden unmittelbar nach Applikation des PEG konnte bei
einem extrapoliert errechneten 6-Std-MW von 304 + 56 ac (Tag 3, Stunden 49-
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54) kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu der entsprechenden Tages-

phase bei Euhydratation festgehalten werden (Abb. 33).
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Abb. 33: Darstellung der 6-Std-MW fur die lokomotorische Aktivitat der Ver-
suchsgruppe C

Aus den 1-Std-MW jedes Tieres der Versuchsgruppe wurden fir den statistischen Ver-
gleich kumulative 6-Std-MW erhoben. Aus diesen wurden die 6-Std-MW fir die Gruppe
errechnet und mit SEM in Form eines Balkendiagramms dargestellt. Sternchen (*)
reprasentieren statistische Signifikanzen fur den direkten Vergleich der Nachtphasen
und der 2. Tagphase mit der ersten Tagphase eines jeden Tages. Gemal des nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Rangtests: (** 2p < 0,01) (n=5).

3.1.4. Telemetrie Versuchsgruppe D: Osmotische Stimulation

3.1.4.1. Zeitlicher Verlauf der Kdrperkerntemperatur

Die Aufzeichnung der KT erfolgte bei der Versuchsgruppe D tber 72 Stunden.
Innerhalb der ersten 48 Stunden, in denen Trinkwasser ad libitum gewéhrt
wurde, zeigte sich die typische circadiane Rhythmik im zeitlichen Verlauf der KT
(Abb. 34). In der ersten Tageshalfte (Tag 1, Stunden 1-6) ergab sich ein 6-Std-
MW der KT von 37,42 £ 0,03°C, in der zweiten Tageshalfte (Tag 1, Stunden 7-
12) von 37,67 £ 0,01°C, welche auf 1-Std-MW von 37,26 + 0,06°C bis 37,52 +
0,03°C (Tag 1 Stunden 1-6) bzw. von 37,48 + 0,03°C bis 37,91 £ 0,03°C (Tag 1,

Stunden 7-12) beruhten. In den beiden Nachtphasen konnten 1-Std-MW von
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38,01 + 0,08°C bhis 38,51 + 0,13°C (Tag 1, Stunden 13-18) bzw. von 37,57
0,06°C bis 38,25 + 0,07°C (Tag 1, Stunden 19-24) ermittelt werden, welche so-
wohl in der ersten als auch in der zweiten Nachthélfte zu einer signifikanten
Erh6éhung der 6-Std-MW auf 38,24 £ 0,04°C (Tag 1, Stunden 13-18) bzw.
38,03 +£ 0,05°C (Tag 1, Stunden 19-24) fihrten (2p < 0,01) (Abb. 35).
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Abb. 34 Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Ko&rperkerntemperatur der
Versuchsgruppe D

Aus den telemetrisch erhobenen 5-min Mittelwerten der Korperkerntemperatur eines
jeden Tieres der Versuchsgruppe D wurden jeweils arithmetische 1-Std-MW gebildet.
Aus diesen wurden die 1-Std-MW fir die gesamte Gruppe (n=5) bestimmt und mit dem
jeweiligen mittleren Standardfehler (SEM) gegen die Zeit aufgetragen.

In den beiden Tagesphasen des zweiten Versuchstages betrugen die 6-Std-
MW 37,4 + 0,06°C (Tag 2, Stunden 25-30) bzw. 37,62 + 0,04°C (Tag 2, Stun-
den 31-36) und beruhten auf 1-Std-MW von 37,31 + 0,09°C bis 37,61 + 0,10°C
(Tag 2, Stunden 25-30) bzw. von 37,55 + 0,09°C bis 37,81 £ 0,04°C (Tag 2,
Stunden 31-36) (Abb. 34 und 35). Dem gegenuber erreichten die 1-Std-MW der
beiden Nachtphasen 1-Std-MW von 38,13 + 0,06°C bis 38,53 + 0,08°C (Tag 2,
Stunden 37-42) bzw. von 37,47 + 0,10°C bis 38,27 + 0,10°C (Tag 2, Stunden
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43-48). Diese ergaben 6-Std-MW von 38,29 + 0,03°C (Tag 2, Stunden 37-42)
bzw. 38,06 = 0,04°C (Tag 2, Stunden 43-48), die im statistischen Vergleich zur
ersten Tagphase desselben Versuchstages (Tag 2, Stunden 25-30) signifikant
erhoéht waren (2p < 0,01) (Abb. 35).
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Abb. 35: Darstellung der 6-Std-MW der Korperkerntemperatur der Versuchs-
gruppe D

Aus den 1-Std-MW jedes Tieres der Versuchsgruppe wurden zum statistischen Ver-
gleich arithmetische 6-Std-MW erhoben. Aus diesen wurden die 6-Std-MW fur die
Gruppe errechnet und mit SEM in Form eines Balkendiagramms dargestellt. Sternchen
(*) reprasentieren statistische Signifikanzen fir den direkten Vergleich der Nacht-
phasen und der 2. Tagphase mit der ersten Tagphase eines jeden Tages. Gemal des
nicht-parametrischen Mann-Whitney U Rangtests: (**, 2p < 0,01) (n=5).

Wahrend der 24-stiindigen Dehydrierung blieben der circadiane Rhythmus der
KT und der signifikante Unterschied zwischen den Hell- und Dunkelphasen er-
halten. Die 6-Std-MW der KT zeigten keine signifikante Erh6hung und lagen
sowohl in den beiden Tages- als auch Nachthéalften im Bereich des physiologi-
schen Referenzbereichs (Abb. 34 und 35). Im Laufe der ersten Tagephase des
dritten Versuchstages bewegten sich die 1-Std-MW der Korperkerntemperatur
zwischen 37,37 + 0,04°C und 37,46 + 0,09°C (Tag 3, Stunden 49-54), wahrend
in der zweiten Tagesphase 1-Std-MW zwischen 37,39 £+ 0,05°C und 37,39
0,09°C (Tag 3, Stunden 55-60) gemessen werden konnten. Dies ergab 6-Std-
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MW von 37,43 £ 0,05°C (Tag 3, Stunden 49-54) bzw. 37,61 + 0,06°C (Tag 3,
Stunden 55-60). Auch in den beiden Nachtphasen des dritten Versuchstages
zeigten sich bei den 1-Std-MW der Korperkerntemperatur keine Abweichungen
vom Referenzbereich bei 23°C RT mit Zugang zu Trinkwasser. In der ersten
Nachtphase ergaben sich 1-Std-MW zwischen 37,92 + 0,04°C und 38,18 +
0,04°C, welche in einem 6-Std-MW von 38,05 + 0,02°C resultierten (Tag 3,
Stunden 61-66). Auch in der zweien Nachthalfte ergaben sich 1-Std-MW der
Kdrperkerntemperatur von 37,99 + 0,08°C bis 38,30 + 0,09°C, welche einem 6-
Std-MW von 38,10 = 0,05°C entsprachen (Tag 3 Stunden 67-72). Der statisti-
sche Vergleich der 6-Std-MW sowohl der beiden Tages-, als auch Nachtpha-
sen mit den entsprechenden Phasen des ersten Versuchstages im Zustand der
Euhydration zeigt, dass sich die KT im Zustand der Dehydrierung nicht signifi-

kant veranderte.

3.1.4.2. Verlauf der lokomotorischen Aktivitat

Die Aufzeichnung der lokomotorischen Aktivitat erfolgte tber die gesamte Ver-
suchsdauer von 72 Stunden. Fir die lokomotorischen Aktivitat konnte wie fir
den Verauf der KT eine ausgepragte circadiane Rhythmik demonstriert wer-
den, deren zeitlicher Verlauf als Stundenmittelwert dargestellt wurde (Abb. 36).
In den ersten sechs Stunden des ersten Versuchstages zeigten sich 1-Std-MW
der lokomotorischen Aktivitat zwischen 77 £ 28 ac und 122 + 14 ac, welches
einem kumulativen 6-Std-MW von 602 + 75 ac (Tag 1, Stunden 1-6) entsprach.
In der zweiten Tageshalfte konnten 1-Std-MW zwischen 85 + 9 ac und 212 +
8 ac aufgezeichnet werden (Abb. 36) und ergaben einen 6-Std-MW von 748 +
72 ac (Tag 1, Stunden 7-12) (Abb. 37). In den beiden Nachtphasen des ersten
Versuchstages erhohte sich die gemessene Aktivitat signifikant auf 6-Std-MW
von 1129 + 74 ac (Tag 1, Stunden 13-18) bzw. 1066 + 103 ac (2p < 0,01) (Tag
1, Stunden 19-24), welche auf 1-Std-MW von 130 + 23 ac bis 251 + 32 ac (Tag
1, Stunden 13-18) bzw. von 132 + 33 ac bis 203 + 35 ac (Tag 1, Stunden 19-24)
basierten. Am zweiten Versuchstag betrugen die ermittelten 6-Std-MW der
lokomotorischen Aktivitat in der ersten Tageshalfte 608 + 29 ac (Tag 2, Stunden
25-30) und in der zweiten Tageshalfte 804 + 145 ac (Tag 2, Stunden 31-36),
welchen 1-Std-MW von 66 = 17 ac bis 162 + 31 ac (Tag 2, Stunden 25-30) bzw.
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von 73 £ 13 ac bis 175 + 25 ac (Tag 2, Stunden 31-36) zugrunde lagen. Die in
den beiden Nachthélften ermittelten 1-Std-MW bewegten sich zwischen
141 + 37 ac und 244 +23 ac (Tag 2, Stunden 37-42) bzw. zwischen 156 *
23 ac und 238 £ 26 ac (Tag 2, Stunden 43-48) (Abb. 36). Die daraus resultie-
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Abb. 36: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der lokomotorischen Aktivitat der
Versuchsgruppe D.

Aus den telemetrisch erhobenen 5-min Mittelwerten der lokomotorischen Aktivitat eines
jeden Tieres der Versuchsgruppe C wurden jeweils kumulative 1-Std-MW gebildet. Aus
diesen wurden die 1-Std-MW fir die gesamte Gruppe (n=5) bestimmt und mit dem
jeweiligen mittleren Standardfehler (SEM) gegen die Zeit aufgetragen.

renden 6-Std-MW von 1271 + 68 ac (Tag 2, Stunden 37-52) bzw. 1208 + 89 ac
(Tag 2, Stunden 53-58) waren im Vergleich zur ersten Tagesphase desselben
Versuchstages signifikant erhéht (2p < 0,01).

Nach Entzug des Trinkwassers fir 24 Stunden konnten keine signifikanten
Anderungen in der Hohe und circadianen Rhythmik der gemessenen Aktivitat
festgestellt werden. So zeigte sich in den ersten sechs Stunden des dritten Ver-

suchstages keine signifikante Veranderung der lokomotorischen Aktivitat. Die
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gemessenen 1-Std-MW erreichten Werte zwischen 62 + 12 ac und 107 + 36 ac
und ergaben einen 6-Std MW von 490 £ 57 ac, der sich statistisch nicht von der
ersten Tagesphase des ersten Versuchstages unterschied (Tag 3, Stunden 49-
54). Im Verlauf der zweiten Tageshalfte des dritten Versuchstages konnten

ahnliche Werte der lokomotorischen Aktivitat ermittelt werden. So bewegten
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Abb. 37: Darstellung des 6-Std-MW der lokomotorischen Aktivitat der Ver-
suchsgruppe D

Aus den 1-Std-MW jedes Tieres der Versuchsgruppe wurden zum statistischen
Vergleich kumulative 6-Std-MW erhoben. Aus diesen wurden die 6-Std-MW fur die
Gruppe errechnet und mit SEM in Form eines Balkendiagramms dargestellt. Sternchen
(*) reprasentieren statistische Signifikanzen fur den direkten Vergleich der Nacht-
phasen und der 2. Tagphase mit der ersten Tagphase eines jeden Tages. GemaR des
nicht-parametrischen Mann-Whitney U Rangtests: (**2p < 0,01) (n=5).

sich die 1-Std-MW zwischen 68 £ 10 ac und 193 £ 32 ac (Tag 3, Stunden 55-
60) und der daraus resultierende 6-Std-MW von 697 + 76 ac unterschied sich
weder im Vergleich zur ersten Tagesphase des dritten als auch des ersten Ver-
suchstages (Abb. 36 und 37). Wie auch unter Euhydrierung stellten sich die bei-
den Nachtphasen des dritten Versuchstages der circadianen Rhythmik entspre-
chend als aktiviere Zeitperioden dar. Die 1-Std-MW der ersten Nachtphase
erreichten Werte zwischen 161 + 40 ac und 280 + 20 ac und ergaben einen 6-
Std-MW von 1345 + 74 ac (Tag 3, Stunden 61-66), der sich im statistischen
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Vergleich signifikant (2p < 0,01) von der ersten Tagesphase des dritten Ver-
suchstages, nicht jedoch von der ersten Nachtphase des ersten Versuchstages
unterschied. Auch in der zweiten Nachthalfte lie3 sich eine hohere lokomoto-
rische Aktivitat erkennen. Die 1-Std-MW bewegten sich zwischen 207 + 37 ac
und 286 * 11 ac. Der daraus ermittelte 6-Std-MW betrug 1393 + 101 ac und war
ebenfalls im Vergleich mit der ersten Tagesphase des dritten Versuchstages,
nicht aber mit der zweiten Nachtphase des ersten Versuchstages signifikant
erhoht verschieden (2p < 0,01) (Abb. 37).

3.1.5. Einfluss der thermischen, osmotischen und Volumen-

Stimulationen auf das EZF-Kompartiment

3.1.5.1. Hamatokritwert

Die Bestimmung des Hamatokritwertes (Hkt) ermdglichte eine Aussage Uber
Anderungen des Plasmavolumens und damit indirekt, wenn auch einge-
schrankt, auch des extrazellularen Flussigkeitsvolumens. Die eutherme und
euhydrierte Kontrollgruppe (K) wies einen mittleren Hkt von 0,48 + 0,003 [L/L]
auf. Milde Warmexposition (30°C RT; Gruppe A) bei freiem Zugang zu Trink-
wasser bedingte einen geringfligigen, aber signifikanten (2p < 0,05) Anstieg der
Hkt-Werte auf 0,50 + 0,003 [L/L], gleichbedeutend mit marginaler Verminderung
des Plasma- und EZF-Volumens (Abb. 38). Die Hkt-Werte der Versuchsgrup-
pen B — D erwiesen sich im Vergleich zu Gruppe A als signifikant erhoht (2p <
0.01). Die Reduktion des Plasma- und EZF-Volumens war bei Hitzeexposition
(33°C RT; Gruppe B) mit Hkt-Werten von 0,56 + 0,009 [L/L] im Vergleich sowohl
zur Kontroll- (2p < 0.01) als auch warmeexponierten Gruppe A (2p < 0.01) signi-
fikant ausgepragt und weist daraufhin, dass die hitzebedingten Evaporations-
verluste nicht mehr durch vermehrte Trinkwasseraufnahme kompensiert wer-
den konnten (Abb. 38).

Die intraperitoneale PEG-Behandlung der Versuchstiere in Gruppe C fuhrte zu
einem ausgepragten, onkotisch bedingten Wasserstrom aus dem intravasalen
in das interstitielle Flussigkeitskompartiment, und damit einem markanten, signi-

fikanten Anstieg der Hkt-Werte auf 0,60 + 0,005 im Vergleich zur Kontrollgruppe
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K (2p <0.01) sowie allen anderen Versuchsgruppen (2p < 0.01). Bei Versuchs-
tiergruppe D bewirkte der 24-stindige Trinkwasserentzug eine ausreichende
Dehydratation des EZF-Raumes, messbar unter anderem durch eine signifi-
kante Erhohung des Hkt auf 0,53 + 0,007 (2p <0.01) im Vergleich zu den
Gruppen K und A. Andererseits fiel die Hkt-Erh6hung signifikant geringer aus
als bei den Gruppen mit Hitzeexposition bzw. PEG-Behandlung, B (2p < 0.05)
und C (2p < 0.01) (Abb. 38).
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Abb. 38: Darstellung des Hamatokritwertes [L/L] nach osmoregulatorischen
und/oder thermischen Stimulationen

Anhand der gemessenen Hamatokritwerte der einzelnen Versuchstiere wurde der
mittlere Hamatokritwert fur die jeweilige Versuchsgruppe bestimmt und als
arithmetischer Mittelwert + SEM dargestellt. Durch Sternchen (*) gekennzeichnete
Daten weisen auf signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe hin. (n=5
pro Gruppe). GemdaR des nicht-parametrischen Mann-Whitney U Rangtests:
(* 2p £0,05; ** 2p < 0,01).

K: Kontrollgruppe — thermoneutral (23°C RT), Wasser ad libitum
A: milde Warmeexposition — 48 h bei 30°C RT, Wasser ad libitum
B: Hitzestress — 48 h bei 33°C RT, Wasser ad libitum

C: isotone Hypovolamie - PEG i.p., 23°C RT

D: Dehydrierung - 24 h Trinkwasserentzug, 23°C RT
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3.1.5.2 Plasmaosmolalitat und -Natriumkonzentration

Die Bestimmung der Plasmaosmolalitat sowie der Plasma-Natriumkonzentra-
tion ermdglichte Aussagen uber die Tonizitat der EZF und eingeschrankt des-
sen Gesamtvolumen (Plasma und Interstitium) aufgrund der transkapillaren Dif-
fusibilitat fur kleine Molekile. Die mittlere Plasmaosmolalitat der Kontrollgruppe
K lag bei 291,1 + 0,4 mosm/kg (Abb. 39). In der Versuchsgruppe A bewirkte die
milde Warmeexposition (48 h, 30°C RT) keine signifikante Anderung der Tonizi-
tat der EZF (291,0 = 0,5 mosm/kg) im Vergleich zur euthermen Kontrollgruppe.
Die Flussigkeitsverluste Uber evaporative Warmeabgabemechanismen konnten
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Abb. 39: Darstellung der mittleren Plasmaosmolalitat nach osmoregulatori-
schen und/oder thermischen Stimulationen

Aus den berechneten mittleren Plasmaosmolalitaten einzelner Versuchstiere jeder
Versuchsgruppe wurde der Mittelwert fir jede Versuchsgruppe bestimmt und als
arithmetischer Mittelwert £ SEM dargestellt. Durch Sternchen (*) gekennzeichnete
Daten weisen auf signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe hin. (n=5
pro Gruppe). GemaR nicht-parametrischen Mann-Whitney U Rangests (** 2p < 0,01)

K: Kontrollgruppe — thermoneutral (23°C RT), Wasser ad libitum
A: milde Warmeexposition — 48 h bei 30°C RT, Wasser ad libitum
B: Hitzestress - 48 h bei 33°C RT, Wasser ad libitum

C: isotone Hypovolamie - PEG i.p., 23°C RT

D: Dehydrierung- 24 h Trinkwasserentzug, 23°C RT
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offensichtlich durch eine gesteigerte Trinkwasseraufnahme (siehe Kap. 3.1.1.3)
ausgeglichen werden. Im Rahmen der Hitzeeinwirkung der Versuchtiergruppe B
(48 h, 33°C RT) stieg die gemessene Plasmaosmolalitat auf 313,2 + 1,5 mosm/
kg an und unterschied sich somit signifikant zur Kontrollgruppe K (2p < 0,01)
(Abb. 39). Die thermoregulatiorisch induzierten, evaporatorischen Flissigkeits-
verluste (inklusive perspiratio insensibilis) konnten hier nicht mehr durch eine

entsprechend stimulierte Trinkwasseraufnahme kompensiert werden.
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Abb. 40: Darstellung der mittleren Plasma-Na‘'-Konzentration [mmol/L] nach
osmoregulatorischen und/oder thermischen Stimulationen

Aus den erhobenen mittleren Plasma-Na‘-Konzentrationen der einzelnen Versuchs-
tiere jeder Versuchsgruppe wurde der Mittelwert fir jede Versuchsgruppe bestimmt
und als arithmetischer Mittelwert £ SEM dargestellt. Durch Sternchen (*) gekennzeich-
nete Daten weisen auf signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe hin.
Gemal des nicht-parametrischen Mann-Whitney U Rangests (** 2p < 0,01).

K: Kontrollgruppe — thermoneutral (23°C RT), Wasser ad libitum
A: milde Warmeexposition — 48 h bei 30°C RT, Wasser ad libitum
B: Hitzestress — 48 h bei 33°C RT, Wasser ad libitum

C: isotone Hypovolamie- PEG i.p., 23°C RT

D: Dehydrierung — 24 h Trinkwasserentzug, 23°C RT

Durch die i.p. Applikation von PEG bei der Tierversuchsgruppe C konnte keine

signifikante Anderung der EZF-Tonizitat festgestellt werden (291,2 + 0,3 mosm/
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kg), weshalb die induzierte intravasale Hypovolamie als isoton zu definieren ist.
Die 24-stindige Dehydrierung der Versuchstiere der Gruppe D bewirkte einen
signifikanten Anstieg der Plasmaosmolalitat auf 307,0 £ 0,6 mosm/kg (2p <
0,01), verglichen mit der euhydrierten Kontrollgruppe K (Abb. 39). Flussigkeits-
verluste z.B. durch Respiration, evaporative Warmeabgabe oder Stoffwechsel-
vorgange fuhrten bei diesen Tieren zu einem Anstieg der EZF-Tonizitat. Im Ver-
gleich der Versuchstiergruppen untereinander zeigte sich, dass die Hitzeexpo-
sition der Gruppe B und der Trinkwasserentzug der Gruppe D im Hinblick auf
die Versuchstiergruppen A und C einen starken Anstieg der Plasmaosmolalitat
bewirkten (2p < 0,01).

Bei der experimentellen Erfassung der Plasma-Natriumkonzentration der Ver-
suchstiere wurde der Mittelwert der Kontrollgruppe von 151,5 + 0,5 mmol/kg
zum statistischen Vergleich zugrunde gelegt (Abb. 40). Bei Versuchsgruppe A
mit einer Na'-Konzentration des Plasma von 148,7 + 0,9 mmol/kg konnte kein
Einfluss der milden Warmeexposition festgestellt werden. Eine signifikante
Erhéhung der Plasma-Na*-Konzentration auf 166,5 + 1,2 mmol/kg im Vergleich
zur Kontrollgruppe K zeigte sich bei der Versuchsgruppe B unter Bedingungen
der Hitzeexposition. Die Applikation von PEG in die Bauchhdhle der Versuch-
tiere der Versuchsgruppe C fuhrte - wie aufgrund der Daten fir die Plasma-
osmolalitat zu erwarten - zu keiner signifikanten Erhéhnung der Plasma-Na’-
Konzentration (149,9 £ 0,9 mmol/kg) (Abb. 40). Bei der Versuchsgruppe D
konnte ein moderater Anstieg der Plasma-Na*-Konzentration auf 156,4 + 0,40
mmol/kg verzeichnet werden, welcher im Vergleich zur Kontrollgruppe K sowie
den Gruppen A und C signifikant erhoht war (2p <0,01). Im Vergleich der
Versuchtiergruppen untereinander zeigten sich mit der Plasmaosmolalitéat ver-
gleichbare Ergebnisse. Die Tiere der Versuchsgruppe B erreichten die stimula-
tionsbedingten, hdchsten Plasma-Na*-Konzentrationen, die im Vergleich zu den
Versuchstiergruppen K, A und C hoch signifikant (2p < 0,01), und zur Versuchs-

gruppe D signifikant (2p < 0.05) verschieden waren.
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3.1.6. AbschlieRende Betrachtung der telemetrischen Untersu-
chungen

Bei den Versuchsgruppen A - D sollte wahrend thermischer, osmo- oder volu-

menregulatorischer Stimulationen deren Auswirkung auf die Korperkerntempe-

ratur, die lokomotorische Aktivitat, die Trinkwasseraufnahme und Blutparameter

als MaR fir Anderungen der EZF untersucht werden.

Bei Versuchsgruppe A sollte durch die Erhéhung der RT auf 30°C fur 48 Stun-

den mit Zugang zu Trinkwasser ad libitum eine selektive Stimulation des
thermoregulatorischen Regelkreises bei unverandertem EZF-Status erreicht
werden. Wahrend der 48-stindigen Warmexposition zeigte sich lediglich in den
zweiten Nachtphasen (Tag 3 und 4, Stunden 67-72 bzw. 91-96) ein signifikanter
Anstieg der KT um 0,3 - 0,4°C im Vergleich zu den entsprechenden Nachtpha-
sen bei 23°C RT. Die lokomotorische Aktivitat blieb durch die Anhebung der RT
auf 30°C weitestgehend unbeeinflusst. Die circadiane Rhythmik von Korper-
kerntemperatur und lokomotorischer Aktivitat blieb wahrend der gesamten
Stimulation erhalten. Wahrend der ersten Tagesphase des vierten Versuchs-
tages liel3 sich eine vermehrte Wasseraufnahme verzeichnen, die zusammen
mit einem geringfiigigen Anstieg wéhrend der zweiten Nachtphasen schliel3lich
zu einem partiellen Verlust der circadianen Rhythmik der Trinkwasseraufnah-
me fiihrte. Plasmaosmolalitat und Na*-Konzentration zeigten sich als unveran-
dert im Vergleich zur euthermen, euhydrierten Kontrollgruppe. Der Hamatokrit-
wert erwies sich lediglich als leicht, wenngleich signifikant erhoht, was auf eine
geringfugige Reduktion des Plasmavolumens bzw. des EZV zurlckzufihren
war. Die 48-stiindige Warmeexposition mit Trinkwasser ad libitum stellte somit
einen relativ ,reinen thermischen Stimulus ohne ausgepragte Beeinflussung

des osmoregulatorischen Regelkreises dar.

Bei der Versuchsgruppe B sollte durch Anhebung der RT um weitere 3°C auf

33,0°C (leichter Hitzestress) bei Trinkwasser-Verfugbarkeit ad libitum zuséatz-
lich zum thermoregulatorischen auch die osmo- und volumenregulatorischen
Regelkreise beeinflusst werden. Im Gegensatz zur Versuchsgruppe A zeigten
sowohl die erste, als auch zweite Nachtphase des dritten und vierten Versuchs-

tages signifikante Erhéhungen der KT um 0,95 — 1,1°C im Vergleich zu Nacht-
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phasen bei 23°C. Im Verlauf des zweiten Tages bei 33°C RT erwiesen sich
auch schon die beiden Tagesperioden als hoch signifikant um 1,2 -1,4°C
gegenuber gleichen Zeitzonen bei 23°C RT erhoéht. Die circadiane Rhythmik der
KT erwies sich als gedampft und weniger ausgepragt. Kompensationsversuche
spiegelten sich in einer gesteigerten lokomotorischen Aktivitat wider, die bereits
in der zweiten Tageshélfte des ersten thermischen Stimulationstages sprung-
haft anstieg, bei zeitgleicher Erh6hung der diurnalen, eingeschrankt auch noc-
turnalen Trinkwasseraufnahme. Die circadiane Rhythmik von lokomotorischer
Aktivitat und Trinkwasseraufnahme war nur noch begrenzt nachweisbar. Eine
Kompensation des KT-Anstiegs durch vermehrte Trinkwasseraufnahme und
aktivierte Warmeabgabe (nicht experimentell erfasst) war somit zu diesem
Zeitpunkt nicht mehr gewahrleistet. Die signifikante Erhohung des Hkt-Wertes
sowie der Osmolalitit und Na‘'-Konzentration des Plasmas deuten auf die
Manifestation einer deutlichen, hypertonen intravasalen (extrazellularen) Hypo-
volamie hin. Die 48-stindige Hitzeexposition mit Trinkwasser ad libitum stellte
somit einen kombinierten Stimulus der thermischen, osmo- und volumenregula-

torischen Regelkreise dar.

Bei der Versuchsgruppe C sollte durch die i.p. Applikation von PEG eine iso-

tone, intravasale Hypovolamie und somit eine Stimulation des volumenregulato-
rischen Regelkreises bewirkt werden. Anhand des aufgezeichneten Tempera-
turverlaufs konnte gezeigt werden, dass durch den Vorgang der intraabdomi-
nalen Injektion von PEG keine stressbedingte Hyperthermie ausgeldst wurde.
Die lokomotorische Aktivitat der Versuchstiere erwies sich als nicht unterschied-
lich zu derjenigen Tageszeit-gleicher Phasen der Kontrolltage. Der hoch signifi-
kannte Anstieg des Hamatokritwertes bei unveranderten Werten fur Plasma-
osmolalitat und Na'-Konzentration wiesen auf eine isotone, intravasale Hypo-
volamie hin. Die i.p. PEG-Behandlung reprasentierte somit einen ,reinen® Volu-

menstimulus zumindest die intravasale Komponente der EZF betreffend.

Bei den Tieren der Versuchsgruppe D sollte durch den Entzug des Trinkwas-

sers eine Beeinflussung des osmoregulorischen Regelkreises erreicht werden.
Um eine dehydrationsbedingte Hyperthermie zu vermeiden, wurde der Wasser-

entzug daher auf 24 Stunden begrenzt. Bei unbeeinflusster circadianer Rhyth-
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mik der KT und der lokomotorischen Aktivitat im Verlauf der Dehydratations-
versuche konnten absolute Temperatur- und Aktivitatswerte nahezu identisch
mit denjenigen wéhrend der Kontrollperioden mit freiem Zugang zu Trinkwasser
ermittelt werden. Es zeigte sich eine signifikante Erhéhung des Hamatokrit-
wertes und ein deutlicher Anstieg sowohl der Plasmaosmolalitéat als auch der
Plasma-Na’-Konzentration, was eindeutig auf eine Dehydrierung des EZF-
Kompartimentes hinweist. Der 24-stindige Wasserentzug stellte somit einen
Stimulus des osmoregulatorischen Regelkreises dar, bei moglicherweise parti-

eller Co-Aktivierung der Volumenregulation.

3.2. Thermische, osmo- und volumenregularisache Aktivierung

hypothalamischer Neurone

3.2.1. Quantitative Analyse induzierter neuronaler Fos-Translokation

im Nucleus praeopticus medianus (MnPO)

Die fur die Versuchsgruppen A —D beschriebenen thermo-, osmo- und/oder
Volumen-regulatorischen Aktivierungsansatze, einschlieRlich der detaillierten
Charakterisierung ihrer Auswirkungen auf Korperkerntemperatur, lokomotori-
sche Aktivitat oder Trinkverhalten bildeten die Grundlage fur die nachfolgende
Analyse neuronaler Aktivierungsmuster. Dazu wurden im Bereich des Nucleus
praeopticus medianus (MnPO) sowie des Organum vasculosum laminae termi-
nalis (OVLT) im anterioren Hypothalamus des Rattengehirns bei Kontrolltieren
(K), Tieren nach milder Warmeexposition (A) oder Hitzestress (B), sowie Tieren
nach PEG-Behandlung (C) bzw. milder Dehydratation (D) die Anzahl derjenigen
Neurone in 40 um dicken Gehirnschnittpraparationen (siehe Kap. 2.4.5) quanti-
tativ erfasst, bei welchen sich immunhistochemisch eine nukleére Translokation

des Transkriptionsfaktors Fos nachweisen liel3.

3.2.1.1. Anteriorer Nucleus praeopticus medianus (aMnPO)

Um die stimulationsbezogene Expression und nukle&re Translokation des Fos-
Proteins analysieren zu konnen, wurde zundchst die Fos-Expression in der
Gruppe der unstimulierten Kontrolltiere (Gruppe K) im Bereich des anterioren

MnPO (aMnPO) bestimmt. Unter euhydrierten, euthermen Kontrollbedingungen
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wiesen im aMnPO 15 +5 Zellen pro 40 um Gewebsschnitt in den Zellkern
transloziertes Fos auf (Abb. 41). Nach milder Warmeexposition (Gruppe A; 48 h
30°C) erfolgte die nukledre Translokation des Fos-Proteins in 93 £ 11 Neuronen
pro 40 um Gehirnschnitt, und in der hitzegestressten Versuchsgruppe B (48 h,
33°C) konnten mit 174 £ 25 Zellen/40 um im aMnPO die héchste Transloka-
tionsrate des Fos-Proteins demonstriert werden (Abb. 41). Die i.p. Applikation
von PEG (Gruppe C) hatte fir den aMnPO in 77 + 4 Zellen/40 pm Gehirnschnitt
eine immunhistochemisch detektierbare Translokation des Fos-Proteins zur
Folge, wahrend dies bei den dehydrierten Tieren der Versuchsgruppe D bei ver-
gleichbaren 79 +7 Zellen/40 um Gehirnschnitt der Fall war (Abb. 41). Beim

statistischen Vergleich der einzelnen Versuchsgruppen mit den Basalwerten der
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Abb. 41: Anzahl Fos-positiver Neurone in den Substrukturen des MnPO nach
milder Warmeexposition, Hitzestress, Hypovolamie und Dehydrierung

Fur jedes Versuchstier wurde die aus mehreren (n > 3) Gewebsschnitten (40 um) arith-
metisch bestimmte Zellzahl/Schnitt Fos-positiver Neurone (= deren Zellkerne) in der
jeweiligen Substruktur des MnPO bestimmt. Aus diesen wurde die gemittelte Zellzahl
fur jede Versuchstiergruppe erhoben und die daraus resultierenden Mittelwerte mit
ihrem SEM als Balkendiagramm dargestellt. Durch Sternchen (*) gekennzeichnete
Daten weisen auf signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe hin.
GemaR des nicht-parametrischen Mann-Whitney U Rangtests: (** 2p < 0,01) (n=5).

Schwarz: (K) Kontrollgruppe — thermoneutral (23°C RT), Wasser ad lib.
Orange: (A) Milde Warmeexposition; 48 h bei 30°C RT, Wasser ad lib.
Rot: (B) Hitzestress; 48 h bei 33°C RT, Wasser ad libitum
Hellblau: (©) Isotone Hypovolamie; PEG i.p., 23°C RT

Dunkelblau: (D) Dehydrierung; 24 h Trinkwasserentzug, 23°C RT
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Kontrollgruppe (K) erwiesen sich die erhobenen Zellzahlen jeder Versuchs-
gruppe als hoch signifikant verschieden (2p < 0,01). Die unter den Versuchsbe-
dingungen des Hitzestresses ermittelten Daten zeigten eine signifikant starkere
neuronale Aktivierung im Bereich des aMnPO als nach PEG-Behandlung oder

Dehydrierung, nicht jedoch der milden Wéarmeexposition (2p < 0,01).

3.2.1.2. Dorsaler Nucleus praeopticus medianus (dMnPO)

Im dorsal der Commissura anterior lokalisierten, trianguldren Anteil des MnPO
(dMnPO) betrug die Zahl der unter unstimulierten Kontrollbedingungen Fos-
immunopositiven Neurone lediglich 7 +2 pro 40 um (Abb. 41). Nach milder
Warmeexposition der Versuchgruppe A konnten hingegen 46 £+6 als Fos-
immunopositive, mit im Zellkern lokalisierter Antigenmarkierung charakterisierte
Neurone pro 40 um Gewebsschnitt nachgewiesen werden (Abb. 41). In der Ver-
suchsgruppe B bewirkte die Anhebung der RT auf 33°C eine nukleare Expres-
sion des Fos-Proteins in 71 + 11 Zellen/40 um Gehirnschnitt. Die intravasale
Hypovolamie der Versuchsgruppe C induzierte eine nukledre Translokation von
Fos in einer mit 67 + 11 Zellen/40 um Gehirnschnitt vergleichbar hohen Anzahl
an dMnPO-intrinsischen Neuronen. Im Rahmen der osmotischen Stimlation
durch Dehydrierung konnte, unterschiedlich vom aMnPO, die héchste Zellzahl
Fos-positiver Neurone mit 102 £+ 18 Zellen/40 um im dMnPO festgestellt werden
(Abb. 41). Die fur jeden der vier experimentellen Versuchsgruppen erhobenen
Werte erwiesen sich als hoch signifikant zur Kontrollgruppe K erhdht (2p <
0,01). Beim direkten Vergleich der Gruppen A — D untereinander konnte ledig-
lich der Unterschied in zellularer Fos-Expression zwischen den Gruppen D und

A als signifikant (2p < 0,01) ermittelt werden.

3.2.1.3. Ventraler Nucleus praeopticus medianus (vMnPO)

Der zwischen der dorsalen Begrenzung des anterioren dritten Hirnventrikels
(V IIl) und der Commissura anterior auf gleicher coronaler Ebene wie der
dMnPO gelegene ventrale MNPO (vMnPO) wies flur die Kontrollgruppe K eine
geringfigige Expression des Fos-Proteins in durchschnittlich lediglich 9 £ 1
Zellen/40 um Gewebsschnitt auf (Abb. 41). Warmeexposition fur 48 h bei 30°C
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verursachte die nukledre Translokation des Fos-Proteins in 60 12 Zellen/
40 um Gewebersschnitt, und nach Hitzeexposition (Versuchgruppe B) konnte
der hochste Wert mit 86 + 18 Zellen/40 um dokumentiert werden. Die durch
PEG-Behandlung sowie milde Dehydrierung bewirkte Aktivierung von 64 £ 5
bzw. 62 + 9 Zellen/40 pm Neuronen des vMnPO Neurone waren einander ver-
gleichbar. Wie auch fur die beiden anderen Substrukturen des MnPO erwéhnt,
zeigten sich alle ermittelten Zellzahlen als zur Kontrolle signifikant erhéht (2p <
0,01) (Abb. 41). Im statistischen Vergleich der Versuchgruppen untereinander
konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden.

3.2.2. Neuronale Aktivierungsmuster im Nucleus praeopticus media-
nus (MnPO)

Betrachtet man die Verteilung Fos-positiver Neurone im Bereich der drei Sub-
strukturen des MnPO, so lassen sich je nach physiologischem Versuchsansatz
(Gruppen A —D) unterschiedliche Aktivierungsmuster der Neuronenpopula-
tionen feststellen (Abb. 42 und 43). Den aMnPO betreffend ergab sich bei mil-
der Warmeexposition (Gruppe A) eine Akummulation Fos-positiver Neurone im
untersten Drittel des dorso-ventral verlaufenden aMnPO, knapp oberhalb des
sich offnenden dritten Hirnventrikels. Die experimentell erzeugte intravasale
Hypovolamie (Gruppe C) bedingte eine aquipotente Fos-Translokation primar in
Neuronen der ventralen Halfte des aMnPO (Abb. 42 und 43). Dehydrierung
(Gruppe D) sowie Hitzeexposition einhergehend mit extrazellularer
Dehydrierung (Gruppe B) hingegen verursachten eine gleichmafiige Verteilung

des Fos-Signals innerhalb des linear ausgerichteten aMnPO.

Im Bereich des dMnPO liel3en sich ebenfalls unterschiedliche Lokalisationen
der induzierten Fos-Signale dokumentieren. Die neuronale Aktivierung durch
Warme- bzw. Hitzeexposition (Versuchsgruppen A, B) bewirkte eine moderate
Fos-Expression vor allem in den lateralen AufRenzonen des trianguldren
dMnPO (Abb. 42 und 43). Die PEG-Behandlung (Gruppe C) induzierte die nuk-
ledre Translokation von phospyhoryliertem homo- oder heterodimeren Fos in
zahlreichen Neuronen mit uniformer Verteilung in der ventralen Komponente

des dMnPO, wohigegen die ausgepragte Aktivierung von dMnPO-intrinsischen

129



3 Ergebnisse

Nervenzellen durch den 24-stiindigen Wasserentzug der Gruppe D eine ubiqui-
tare, zentralisiert homogene Fos-Markierung bei hoher Zelldichte zur Folge
hatte (Abb. 42 und 43).

dMnPO

aMnPO vMnPO %
V I

Abb. 42: Schematische Darstellung der Verteilungsmuster Fos-positiver Neuro-
ne im MnPO der Versuchsgruppen A-D.

Verteilungsmuster immunpositiver Fos-Signale nach dessen stimulationsabhéngiger
Translokation in den Zellkern MnPO-intrinsischer Neurone. Darstellung der Fos-spezi-
fischen Immunreaktivitat in Neuronen des anterioren MnPO (aMnPO), dorsalen MnPO
(dMnPO) sowie ventralen MNPO (vMnPO).

Blau: dritter Hirnventrikel (V IIl), grau: Commissura anterior, rot: Fos-positive Neurone

(A) Milde Warmeexposition; 48 h bei 30°C RT, Wasser ad libitum
(B) Hitzestress; 48 h bei 33°C RT, Wasser ad libitum

© Isotone Hypovolamie; PEG i.p., 23°C RT

(D) Dehydrierung; 24 h Trinkwasserentzug, 23°C RT

Im ventralen MnPO zeigte sich eine vergleichbar markante neuronale Aktivie-
rung fur alle vier Versuchsgruppen, wobei durch Warme-/Hitzeexposition indu-
Zierte Fos-Signale ventrikelnah bzw. in den Randbereichen lokalisiert waren.
Durch Hypovolamie bzw. Dehdratation hervorgerufene Verteikungsmuster akti-
vierter Neurone deuteten auf eine eher im zentralen Bereich des vMnPO

nachweisbare Fos-Translokation hin (Abb. 42 unde 43).
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Abb. 43: Immunhistochemische Darstellung der Verteilungsmuster Fos-positi-
ver Neurone im MnPO der Versuchsgruppen A, C und D im Schnitt.

Superpositionierte Darstellung Fos-positiver Neurone in den Substrukturen des MnPO
nach Warmeexposition (48 h, 30°C, Gruppe A) (Rot), Dehydrierung (24 h, 23°C,
Gruppe D) (Grin) und durch PEG-Behandlung erzeugte intravasale Hypovolamie
(Gruppe C) (Blau).

(A) aMnPO, (B) dMnPO, (C) vMnPO Balken entspricht 100 pm
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3.2.3. Aktivierung nNOS-positiver Neurone im MnPO

Neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase (NNOS) stellt das generierende Enzym
fur Stickstoffmonoxid (NO) als einem wesentlichen Neuromodulator des MnPO
der Ratte im Rahmen der Homdostase von Korperkerntemperatur und extra-
zellularem Flussigkeitskompartiment dar (Gerstberger et al., 2001). In den
immunhistologischen Untersuchungen wurde daher der Frage nachgegangen,
inwieweit die thermo-, osmo- bzw. volumenregulatorischen Stimulationen (Ver-
suchsgruppen A — D) zu einer nukledren Fos-Translokation als Marker neuro-
naler Aktivierung in nitrergen bzw. nicht-nitrergen Neuronen des MnPO fuhrten.
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Abb. 44: Anzahl nNOS-positiver Neurone in den Substrukturen des MnPO nach
milder Warmeexposition, Hitzestress, Hypovolamie und Dehydrierung

Fur jedes Versuchstier wurde die aus mehreren (n > 3) Gewebsschnitten (40 um)
arithmetisch bestimmte Zellzahl/Schnitt nNOS-positiver Neurone in der jeweiligen
Substruktur des MnPO bestimmt. Aus diesen wurde die gemittelte Zellzahl fur jede
Versuchstiergruppe erhoben und die daraus resultierenden Mittelwerte mit ihrem SEM
als Balkendiagramm dargestellt. Gemal3 des nicht-parametrischen Mann-Whitney U
Rangtests ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungs-
gruppen und der Kontrollgruppe ((n=5).

Schwarz: (K) Kontrollgruppe — thermoneutral (23°C RT), Wasser ad lib.
Orange: (A) Milde Warmeexposition; 48 h bei 30°C RT, Wasser ad lib.
Rot: (B) Hitzestress; 48 h bei 33°C RT, Wasser ad libitum
Hellblau: ©) Isotone Hypovolamie; PEG i.p., 23°C RT

Dunkelblau: (D) Dehydrierung; 24 h Trinkwasserentzug, 23°C RT
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Dabei konnte durch den immunhistochemischen Nachweis der nNOS in den
Substrukturen des MnPO (aMnPO, dMnPO, vMnPO) in quantifizierbarer Weise
demonstriert werden, dass die Anzahl nNOS-positiver Neurone in den Sub-

strukturen des MnPO nicht stimulationsspezifisch verandert wurde (Abb. 44).

Abb. 45: Co-Lokalisation von Fos und nNOS im MnPO

Die Darstellung Fos-/nNOS-positiver Neurone erfolgte im coronalen Gewebsschnitt auf
Ebene des MnPO mittels kombinierter indirekter Immunfluoreszenz. Die primaren Anti-
koérper monoclonal mouse anti-nNOS (1:500) und polyclonal rabbit anti-Fos (1:1000)
binden mit ihren F(ab)-Fragmenten an die Epitope der Antigene nNOS und Fos. Mit
Hilfe des Sekundéarantikérpers Cy3-donkey-anti-mouse IgG (1:800) stellt sich die nNOS
als zytoplasmatisches, rotes Signal dar. Zur Visualisierung des nukledr translozierten
Fos-Proteins wurde ein biotinylierter Sekundarantikdrper verwandt (biotin-goat-anti-
rabbit IgG, (1:200), der durch an Biotin bindendes Fluorescein-Avidin D (1:300)
detektiert werden konnte und sich somit im immunhistologischen Bild als nukleares,
grines Signal darstellte.

Balken entspricht 10 um

Immunhistochemische Untersuchungen mit kombinierter Markierung fur Fos (im
Zellkern) und nNOS (im Zytosol) von MnPO-intrinsischen Neuronen erméglich-
ten unter Zuhilfenahme der Kern-spezifischen DAPI-Farbung (siehe Kap. 2.4.5)
den Nachweis einer durch physiologische Stimulation am wachen Tier hervor-
gerufenen Aktivierung nitrerger Nervenzellen des MnPO (Abb. 45). In minde-
stens drei konsekutiven Gehirnschnitten der Versuchstiere auf coronaler
Schnittebene des MnPO erfolgte die Bestimmung der Anzahl Fos- / nNOS posi-
tiver Neurone als absolute Zahlen (Abb: 46) sowie prozentualer Anteil der dop-
pelmarkierten Neurone an der Zahl aller Fos-positiven bzw. nNOS-positiven
Zellen (Abb. 47).
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In den Abb. 48 bis 51 auf den Seiten 138 — 141 werden die Verteilungsmuster
der Immunreaktivitaten fur zytosolisch lokalisierte nNOS und nukleér translo-
ziertes Fos in den drei Substrukturen des MnPO (aMnPO, dMnPO, vMnPO) an-

hand exemplarischer immunhistochemischer Aufnahmen dargestellt.

3.2.3.1. Anteriorer Nucleus praeopticus medianus (aMnPO)

Bei den Versuchstieren der Kontrollgruppe K ergab sich bei im Mittel 15 Fos-
immunpositiven und 75 nNOS exprimierenden Neuronen im Bereich des
aMnPO eine Co-Lokalisation von 0,4 + 0,2 Zellen/ 40 um bezogen auf einen

Gehirnschnitt (Nichtnachweisbar aktivierter, nitrerger Neurone) (Abb. 46).
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Abb. 46: Anzahl nNOS / Fos-positiver Neurone in den Substrukturen des MnPO
nach milder Warmeexposition, Hitzestress, Hypovoladmie und Dehy-
drierung

Fur jedes Versuchstier wurde die aus mehreren (n > 3) Gewebsschnitten (40 um)
arithmetisch bestimmte Zellzahl der nNOS/Fos-positven Neurone in der jeweiligen
Substruktur des MnPO bestimmt. Aus dieser wurde die mittlere Zellzahl fir jede
Versuchstiergruppe erhoben und die daraus resultierenden Mittelwerte mit ihrem SEM
als Balkendiagramm dargestellt. Durch Sternchen (**) gekennzeichnete Daten weisen
auf signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe hin. Gemaf des nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Rangtests: (** 2p < 0,01; * 2p < 0,05) (n=5).

Schwarz: (K) Kontrollgruppe — thermoneutral (23°C RT), Wasser ad lib.
Orange: (A) Milde Warmeexposition; 48h bei 30°C RT, Wasser ad lib.
Rot: (B) Hitzestress; 48h bei 33°C RT, Wasser ad libitum
Hellblau: © Isotone Hypovolamie; PEG i.p., 23°C RT

Dunkelblau: (D) Dehydrierung; 24 h Trinkwasserentzug, 23°C RT
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Durch thermische Stimulation der Versuchstiere (Gruppen A und B) resultierte
eine moderate Aktivierung nitrerger Neurone im Bereich des aMnPO. Wé&hrend
nach milder Warmeexposition im arithmetischen Mittel 2,4 £ 0,6 Neurone mit
NNOS / Fos Co-Lokalisation pro 40 um Gehirnschnitt gezahlt werden konnten,
fuhrte Hitzestress zu einem signifikant (2p < 0,05) erhdhten Wert von 4,2 +
0,7 Zellen/ 40um Gehirnschnitt mit Doppelmarkierung (Abb. 46). Bei einem pro-
zentualen Anteil der doppelmarkierten Neurone an der Gesamtzahl Fos-immun-
positiver Neurone von lediglich zwei Prozent, und damit nicht unterschiedlich
zur Kontrollgruppe (Abb. 47, oben), errechnete sich bei Hitzestress, nicht
jedoch Warmeexposition, ein 7,4 % Anteil an der Population nitrerger Neurone,
und somit signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erhéht (2p < 0.01) (Abb. 47,

unten).

Insgesamt 9,7 £ 1,2 bzw. 19,6 + 1,8 Zellen pro 40 um Gehirnschnitt mit gemein-
samer nNOS /Fos Expression konnten im Rahmen der isotonen Hypovolamie
(Versuchsgruppe C) bzw. Dehydrierung (Versuchsgruppe D) dokumentiert wer-
den (Abb. 46). Diese Werte erwiesen sich als signifikant erhéht im direkten Ver-
gleich zur Kontrollgruppe und den Versuchsgruppen A und B (2p < 0,01). Die
prozentualen Anteile an der Gesamtzahl aktivierter, Fos-immunpositiver Neuro-
ne zeigten sich mit 10,1 + 2,7 % bzw. 26,0 + 3,8 %, wiederum als hoch signi-
fikant vermehrt im Vergleich zu den Gruppen K, A und B (2p <0,01) (Abb. 47,
oben). Bezogen auf die Anzahl nNOS-immunopositiver Neurone zeigten sich
11,4 £ 3,3 % bzw. 26,4 £ 5,7 % als durch Hypovolamie bzw. 24-stiindige Dehy-
drierung aktiviert (Abb. 47, unten).

3.2.3.2. Dorsaler Nucleus praeopticus medianus (dMnPO)

In der Gruppe der unstimulierten Kontrolltiere konnte eine durchschnittliche
Expression und Translokation des Fos-Proteins in lediglich 0,4 = 0,4 nitrergen
Neuronen pro 40 um Gewebsschnitt verzeichnet werden, gleichbedeutend mit

einer Nichtnachweisbarkeit aktivierter, nitrerger Neurone (Abb. 46). Im Unter-
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Abb. 47: Prozentualer Anteil nNOS / Fos-positiver Neurone in den Substruk-
turen des MnPO nach milder Warmeexposition, Hitzestress, Hypovo-
lamie und Dehydrierung

Fir jedes Versuchstier wurde der prozentuale Anteil der nNOS/Fos-positven Neurone
an der Gesamtzahl Fos- (oben) bzw. nNOS-immunpositiver (unten) Neurone in der
jeweiligen Substruktur des MnPO bestimmt. Der daraus resultierende Mittelwert ftr
jede Versuchsgruppe wurde mit seinem SEM als Balkendiagramm dargestellt. Durch
Sternchen (*) gekennzeichnete Daten weisen auf signifikante Unterschiede im
Vergleich zur Kontrollgruppe hin. GemaR des nicht-parametrischen Mann-Whitney U
Rangtests: (** 2p <0,01; * 2p < 0,05) (n=5).

Schwarz: (K)
Orange: (A)
Rot: (B)
Hellblau: ©)

Dunkelblau: (D)

Kontrollgruppe — thermoneutral (23°C RT), Wasser ad lib.
Milde Warmeexposition; 48 h bei 30°C RT, Wasser ad lib.
Hitzestress; 48 h bei 33°C RT, Wasser ad libitum

Isotone Hypovolamie; PEG i.p., 23°C RT

Dehydrierung; 24 h Trinkwasserentzug, 23°C RT
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schied zum aMnPO zeigte sich im Vergleich der Versuchsgruppen mit der Kon-
trollgruppe lediglich bei den Gruppen C und D eine signifikante Zunahme der
Anzahl von Zellen mit Co-Lokalisation von nNOS und Fos (2p <0,01) (Abb.
46). Die 8,3 £ 3,0 Zellen pro 40 um Gehirnschnitt mit nachgewiesener Co-Loka-
lisation neuronaler NOS und nukledrem Fos nach PEG-induzierter Hypovolamie
entsprachen dabei 7,8 + 2,0 % aller Fos-immunopositiven und 5,8 £ 2,0 % aller
NNOS-immunopositiven Neurone des dMnPO (Abb. 47). Mit durchschnittlich
15,9 £ 1,8 Zellen pro 40 um Gehirnschnitt ergaben sich bei der Versuchsgruppe
D prozentuale Anteile der Co-Lokalisation von 17,4 + 3,2 % in Bezug auf alle
Fos-immunopositiven Neurone bzw. 15,5 + 3,2 % in Bezug auf alle nitrergen
Neurone des dMnPO. Sowohl Gesmatzahl als auch die jeweils prozentualen
Anteile an Zellen mit Co-Lokalisation von nNOS und Fos erwiesen sich als hoch
signifikant erhdéht zur Kontrollgruppe sowie den Gruppen mit Warmeexposition
und Hitzestress (2p < 0,01)

3.2.3.3. Ventraler Nucleus praeopticus medianus (VMnPO)

Die Aktivierung nitrerger Neurone der Kontrollgruppe, gehalten bei 23 °C RT
und Wasser ad libitum, betrug im vMnPO 2,0 £ 0,6 Zellen/40 um (Abb. 46). Die
absoluten Zahlen an Neuronen mit Co-Lokalisation zytosolischer nNOS und
nuklearem Fos waren denen im dMnPO vergleichbar (Abb. 46). Mit
nachgewiesener Co-Lokalisation in lediglich 2 — 3 Neuronen unter den Bedin-
gungen milder Warmeexposition und Hitzestress, ergaben sich bei induzierter
intravasaler Hypovolamie bzw. extrazellularer Dehydrierung eine Co-Lokali-
sation in 10,8 + 2,1 bzw. 15,7 + 2,5 Neuronen des vMnPO, und somit signifikant
hohere Werte (2p < 0,01) im Vergleich zur Kontrollgruppe sowie den Versuchs-
tiergruppen A und B (Abb. 46). Der prozentuale Anteil aktivierter nitrerger Neu-
rone an der Gesamtzahl Fos-positiver Zellen belief sich bei Versuchsgruppe C
auf 5,6 + 2,2 %, bei der Versuchsgruppe D auf 25,4 £ 2,91 % (Abb. 47, oben).
In Bezug auf die Gesamtzahl nNOS exprimierender Zellen ergaben sich Werte
von 9,8 + 2,8 % bzw. 12,4 + 2,2 %, und somit signifikant (2p < 0,0X) gegenuber
der Kontrollgruppe erhéht (Abb. 47, unten).
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Abb. 48: Darstellung der nNOS/Fos-positiven Neurone in den Substrukturen
des MnPO nach 48 stiuindiger Warmeexposition (Gruppe A)

Die Darstellung Fos-/nNOS-positiver Neurone erfolgte im immunhistochemischen
Schnitt mittels kombinierter indirekter Immunfluoreszenz. Die priméren Antikorper
monoclonal mouse anti-nNOS (1:500) und polyclonal rabbit anti-Fos (1:1000) binden
mit ihren F(ab)— Fragmenten an die Epitope der Antigene nNOS und Fos. Mit Hilfe des
Sekundarantikdrpers Cy3-donkey-anti-mouse IgG (1:800) stellte sich die nNOS als
zytoplasmatisches, rotes Signal dar. Zur Visualisierung des nukleér translozierten Fos-
Proteins wurde ein biotinylierter Sekundarantikérper verwandt (biotin-goat-anti-rabbit
IgG; 1:200), der durch an Biotin bindendes Fluorescein-Avidin D (1:300) detektiert
werden konnte und sich somit im immunhistologischen Bild als nukleédres, grines
Signal darstellte.

(A) vMnPO (B) dMnPO (C) aMnPO Balken entspricht 100 pum
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Abb. 49: Darstellung der nNOS/Fos-positiven Neurone in den Substrukturen
des MnPO sowie OVLT nach 48-stundigem Hitzestress (Gruppe B)

Die Darstellung Fos-/nNOS-positiver Neurone erfolgte im immunhistochemischen
Schnitt mittels kombinierter indirekter Immunfluoreszenz. Die primaren Antikdrper
monoclonal mouse anti-nNOS (1:500) und polyclonal rabbit anti-Fos (1:1000) binden
mit ihren F(ab)-Fragmenten an die Epitope der Antigene nNOS und Fos. Mit Hilfe des
Sekundéarantikérpers Cy3-donkey-anti-mouse IgG (1 : 800) stellte sich die nNOS als
zytoplasmatisches, rotes Signal dar. Zur Visualisierung des nukleér translozierten Fos-
Proteins wurde ein biotinylierter Sekundarantikdrper verwandt (biotin-goat-anti-rabbit
IgG; 1:200), der durch an Biotin bindendes Fluorescein-Avidin D (1:300) detektiert
werden konnte und sich somit im immunhistologischen Bild als nukleéres, griines
Signal darstellte.

(A) OVLT (B) aMnPO (C) dMnPO & vMnPO Balken entspricht 100 pm
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Abb. 50: Darstellung der nNOS/Fos-positiven Neurone in den Substrukturen
des MNPO und OVLT nach PEG-induzierter Hypovolamie (Gruppe C)

Die Darstellung Fos-/nNOS-positiver Neurone erfolgte im immunhistochemischen
Schnitt mittels kombinierter indirekter Immunfluoreszenz. Die primaren Antikorper
monoclonal mouse anti-nNOS (1:500) und polyclonal rabbit anti-Fos (1:1000) binden
mit ihren F(ab)—Fragmenten an die Epitope der Antigene nNOS und Fos. Mit Hilfe des
Sekundéarantikérpers Cy3-donkey-anti-mouse IgG (1:800) stellte sich die nNOS als
zytoplasmatisches, rotes Signal dar. Zur Visualisierung des nukleér translozierten Fos-
Proteins wurde ein biotinylierter Sekundarantikdrper verwandt (biotin-goat-anti-rabbit
IgG; 1:200), der durch an Biotin bindendes Fluorescein-Avidin D (1:300) detektiert
werden konnte und sich somit im immunhistologischen Bild als nukleares, grines
Signal darstellte.

(A) OVLT (B) aMnPO (C) dMnPO & vMnPO Balken entspricht 100 pm
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Abb. 51: Darstellung der nNOS/Fos-positiven Neurone in den Substrukturen
des MnPO nach 24-stundiger Dehydrierung (Gruppe D)

Die Darstellung Fos-/nNOS-positiver Neurone erfolgte im immunhistochemischen
Schnitt mittels kombinierter indirekter Immunfluoreszenz. Die primaren Antikdrper
monoclonal mouse anti-nNOS (1:500) und polyclonal rabbit anti-Fos (1:1000) binden
mit ihren F(ab)-Fragmenten an die Epitope der Antigene nNOS und Fos. Mit Hilfe des
Sekundarantikorpers Cy3-donkey-anti-mouse 1gG (1:800) stellt sich die nNOS als
zytoplasmatisches, rotes Signal dar. Zur Visualisierung des nukleér translozierten Fos-
Proteins wurde ein biotinylierter Sekundarantikérper verwandt (biotin-goat-anti-rabbit
IgG; 1:200), der durch an Biotin bindendes Fluorescein-Avidin D (1:300) detektiert
werden konnte und sich somit im immunhistologischen Bild als nukleédres, griines
Signal darstellte.

(A) OVLT / aMnPO (B) dMnPO (C) dMnPO & vMnPO Balken entspricht 100 pm
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3.2.4. Aktivierung (nicht-)nitrerger Neurone im Organum vasculosum
laminae terminalis (OVLT)

Das Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) als neurogliale Struktur

aul3erhalb der BHS in unmittelbarer Nachbarschaft zum MnPO wurde hinsicht-

lich der Stimulations-bedingten Aktivierung nitrerger Neurone ebenfalls immun-

histochemisch aufgearbeitet.

3.2.4.1. Verteilung und Quantifizierung nukleérer Fos-Signale

Unter den euthermen, euhydrierten Versuchsbedingungen der Kontrolllgruppe

zeigten 17,4 + 5,4 Zellen pro 40 um Gehirnschnitt auf der Ebene des OVLT ein
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Abb. 52: Anzahl Fos-positiver bzw. nNOS-positiver Neurone im OVLT nach
milder Warmeexposition, Hitzestress, Hypovolamie und Dehydrierung

Fir jedes Versuchstier wurde die aus mehreren (n>3) Gewebsschnitten (40 pum)
arithmetisch bestimmte Zellzahl/Schnitt Fos-positiver Neurone (= deren Zellkerne) (A)
bzw. nNOS-positiver Neurone (= Cytosol) (B) im Bereich des OVLT bestimmt. Aus
diesen wurde die gemittelte Zellzahl fur jede Versuchstiergruppe erhoben und die
daraus resultierenden Mittelwerte mit ihrem SEM als Balkendiagramm dargestellt.
Durch Sternchen (*) gekennzeichnete Daten weisen auf signifikante Unterschiede im
Vergleich zur Kontrollgruppe hin. GemaR des nicht-parametrischen Mann-Whitney U
Rangtests: (* 2p < 0,05; ** 2p < 0,01) (n=5).

Schwarz: (K) Kontrollgruppe — thermoneutral (23°C RT), Wasser ad lib.
Orange: (A) Milde Warmeexposition; 48 h bei 30°C RT, Wasser ad lib.
Rot: (B) Hitzestress; 48 h bei 33°C RT, Wasser ad libitum
Hellblau: © Isotone Hypovolamie; PEG i.p., 23°C RT

Dunkelblau: (D) Dehydrierung; 24 h Trinkwasserentzug, 23°C RT
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nukleares Fos-Signal (Abb. 52 A). Die ermittelten Zellzahlen fur die Gruppen A,
B und D erwiesen sich als hoch signifikant (2p < 0,01), die der Gruppe C als
signifikant (2p < 0,05) hoher als diejenige der Kontrolltiere. So zeigten sich nach
Warmeexposition bzw. Hitzestress der Gruppen A bzw. B mittlere Zahlen Fos-
immunopositiver Zellen von 238,0 £ 36 Zellen bzw. 275,8 + 32,6 pro Gewebs-
schnitt. Induziert durch Hypovolamie bzw. Dehydrierung ergaben sich 117,5 +
10,9 Fos-immunopositive Zellen pro 40 um Gewebsschnitt flr Versuchsgruppe
C und 136,2 + 15,1 Zellen pro 40 um Schnitt auf Ebene des OVLT fur Ver-
suchsgruppe D (Abb. 52 A).

Um eine Aussage Uber verschiedene Verteilungsmuster der neuronalen Aktivie-
rung im OVLT treffen zu kbénnen, wurde das OVLT in zwei Substrukturen unter-
teilt. Hierbei handelte es sich um den zentralen Anteil des OVLT mit parenchy-
matdser und vaskularer Subkomponente, sowie die dorsal aufliegende, halb-
kreisformige dorsal cap. Es war zu beobachten, dass im Rahmen der Stimula-
tion der Gruppen A und B fast ausschlief3lich eine Aktivierung dieser dorsal cap
zu erkennen war, welche bei Versuchsgruppe B intensiver als bei Versuchs-
gruppe A immunmarkiert war (Abb. 53). Nach 24-stindigem Wasserentzug
(Versuchsgruppe D) konnte eine homogene Verteilung der Fos-positiven

Neurone Uber beide Substrukturen bei insgesamt geringerer Dichte im Ver-

Abb. 53: Vergleichende Darstellung der Verteilung Fos-positiver (nicht-)nitrer-
ger Neurone im OVLT bei den Versuchsgruppen A - D

Rechts Die Darstellung Fos-/nNOS-positiver Neurone erfolgte im immunhistoche-
mischen Schnitt mittels kombinierter indirekter Immunfluoreszenz. Die primaren Anti-
korper monoclonal mouse anti-nNOS (1:500) und polyclonal rabbit anti- Fos (1:1000)
binden mit ihren F(ab)-Fragmenten an die Epitope der Antigene nNOS und Fos. Mit
Hilfe des Sekundarantikérpers Cy3-donkey-anti-mouse IgG (1:800) stellte sich die
NNOS als zytoplasmatisches, rotes Signal dar. Zur Visualisierung des nukleéren Fos-
Proteins wurde ein biotinylierter Sekundarantikérper verwandt (biotin-goat-anti-rabbit
IgG; 1:200), der durch an Biotin bindendes Fluorescein-Avidin D (1:300) detektiert
werden konnte und sich somit im immunhistologischen Bild als nukleares, grines
Signal darstellte.

Links: Schematisierte Verteilung Fos-positiver Zellen in den Substrukturen des
OVLT. DC: “dorsal cap”; OVLT: Zentrale vaskulare Komponente des Organum
vasculosum laminae terminalis

Balken entspricht 100 um
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gleich zu den thermischen Stimulationen beobachtet werden (Abb. 52 A und
53). Die durch PEG-Applikation hervorgerufene isotone, intravasale Hypovo-
lamie der Versuchsgruppe C resultierte in einer markanten Aktivierung von
Zellen im Bereich des zentralen Anteils des OVLT, bei vernachlassigbarer Fos
Translokation in der dorsal cap Region (Abb. 53). Eine nahere Unterscheidung
des zentralen OVLT in die beiden Subkomponenten wurde nicht vorgenommen.
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3.2.4.2  Aktivierung nitrerger OVLT-Neurone

Parellel zu den experimentellen Studien am MnPO der Ratte wurde auch bei den
immunhistochemischen Untersuchungen auf der Ebene des OVLT der Frage
nachgegangen, inwieweit es zu einer Aktivierung nitrerger Neurone kam. Betrachtet
man die Zahl nNOS-immunopositiver OVLT-Neurone, so zeigte sich wie fir den MnPO
eine stimulations-unabhangige Expression des Enzyms zumindest die reine Anzahl der
Neurone betreffend. Die fur die verschiedenen Versuchsgruppen erhobenen und
gemittelten Zahlen nNOS-positiver Zellen schwankten zwischen 189,7 £ 13,8 und

231,5+ 18,2 (Abb. 52 B). Im Falle der Kontrollgruppe sowie der beiden Warme bzw.
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Abb. 54: Anzahl und prozentualer Anteil nNOS /Fos-positiver Neurone im
OVLT nach milder Warmeexposition, Hitzestress, Hypovolamie und
Dehydrierung

Fur jedes Versuchstier wurde die aus mehreren (n > 3) Gewebsschnitten (40 um)
arithmetisch bestimmte Zellzahl der nNOS/Fos-positven Neurone im OVLT bestimmt.
Aus dieser wurde die mittlere Zellzahl fur jede Versuchstiergruppe erhoben und die
daraus resultierenden Mittelwerte mit ihrem SEM als Balkendiagramm dargestellt (A).
Darlber hinaus wurde der der prozentuale Anteil der nNOS/Fos-positven Neurone an
der Gesamtzahl Fos-positiver Neurone im OVLT bestimmt (B). Durch Sternchen (*)
gekennzeichnete Daten weisen auf signifikante Unterschiede im Vergleich zur
Kontrollgruppe hin. Gemalf des nicht-parametrischen Mann-Whitney U Rangtests:
(* 2p = 0,05; ** 2p < 0,01) (n=5).

Schwarz: (K) Kontrollgruppe — thermoneutral (23°C RT), Wasser ad lib.
Orange: (A) Milde Warmeexposition; 48h bei 30°C RT, Wasser ad lib.
Rot: (B) Hitzestress; 48h bei 33°C RT, Wasser ad libitum
Hellblau: (© Isotone Hypovolamie; PEG i.p., 23°C RT

Dunkelblau: (D) Dehydrierung; 24 h Trinkwasserentzug, 23°C RT
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Hitze exponierten Versuchsgruppen B bzw. C konnten in lediglich 2 — 6 Neuronen ein
kombinierter immunhistochemischer Nachweis fir die nukleare Fos Translokation in
nitrergen Neuronen erbracht werden, wobei sich eine marginale Erhéhung fir die
Versuchsgruppen A und B im Vergleich zur Kontrollgruppe ergab (Abb. 54 A). Bezogen
auf die Gesamtanzahl Fos-immunpositiver Zellen ergab dies 2,3+0,4 % bzw.
2,1+£0,1% (Abb. 54 B). Anders stellte sich die Aktivierung nitrerger OVLT-Neurone in
den Versuchsgruppen C und D dar. Vor allem die durch PEG Behandlung induzierte
isotone intravasale Hypovolamie flhrte zu einer ausgepragten Aktivierung nitrerger
Zellen mit Werten von 60,9+ 12,7 pro 40 um Ge-websschnitt, welches einem
prozentualen Anteil von 49,6 + 6,8 % aller Fos-immun-positiven (Abb. 54) sowie etwa
30 % aller nitrergen Zellen entspricht. Dehydrierung ihrerseits induzierte Fos-
Translokation in 32,3 £3,8 OVLT-Zellen, gleichbedeutend 23,9 +2,1 % aller Fos-

immunopositiven sowie ca. 15 % aller nitrergen OVLT-Neurone (Abb. 54).

3.3. Retrogrades, neuronales Tracing afferenter, monosynap-

tischer Verbindungen zum pPVN

3.3.1. (Extra)hypothalamische neurogliale Strukturen mit efferenter

Projektion zum pPVN

Zur retrograden Markierung (extra-)hypothalamischer Neuronenpopulationen,
deren Axone efferent Neurone des parvozellularen PVN (pPVN) innervieren,
erfolgte die stereotaktische Mikroapplikation des neuronalen Tracers true blue
(TB) in den Bereich des pPVN. In Abb. 55 werden einige Injektionsstellen nach
Mikroapplikation (30 nl) des retrograden Tracers TB im Bereich des PVN coro-
naler Gewebeschnitte (40 um) des Rattengehirns dargestellt. Der in Abb. 55 A
gezeigte Locus der Mikroapplikation sowie die rdumliche Ausdehnung des
Injektionsvolumens entsprachen den gewilnschten Anforderungen fir die in
dieser Arbeit durchgefiuihrten Studien, mit exakter Lokalisation des Tracers im
Areal des parvozellularen, periventrikularen PVN. In Abb. 55 C /D erfolgte die
Tracerinjektion in die magnozellulare Komponente des PVN (mPVN) bei zuséatz-
lich zu grof3flachiger Diffusion von TB. In den Teilabbildungen 55 E / F wurde
der Tracer (weit) aulRerhalb des PVN deponiert, so dass diese Versuche gleich-
sam als Kontrolle fur diejenigen mit exakter Mikroapplikation in den pPVN

herangezogen werden konnten.

146



3 Ergebnisse

PPVN v 1

Abb. 55: Mikroapplikation des retrograden Tracers true blue in den parvo-
zellularen PVN (pPVN) des Hypothalamus

Darstellung einzelner Beispiele fur die Mikroinjektion von 30 nl true blue in den Bereich
des pPVN narkotisierter, adulter Ratten (blau — lila). Zur Verdeutlichung der neuro-
glialen Substrukturen des Nucleus paraventricularis (PVM) erfolgte die immunhisto-
chemische Markierung PVN-intrinsischer, nNOS-positiver Neurone (rot) mit Hilfe des
Primarantikdrpers monoclonal mouse anti-nNOS (1:500) und des Sekundéarantikdrpers
Cy3-donkey-anti-mouse IgG (1:800).

(A) Exakte Injektion in den parvozellularen Anteil des PVN; (B) Fehlinjektion in die peri-
ventrikulare Zone; (C,D) Injektion in den magnozellularen Anteil des PVN: (E,F) Fehl-
injektionen in die laterale praoptische Region.

MPVN: magnozellularer Anteil des N. paraventricularis hypothalami; pPVN: parvozellu-
larer Anteil des N. paraventricularis hypothalami; V IllI: dritter Hirnventrikel

Balken entspricht 100 pm
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Bezogen auf den MnPO zeigte sich bei allen 5 Tieren mit erfolgreicher Tracer-
Mikroapplikation direkt in den pPVN fir den aMnPO ipsilateral eine mittlere
Dichte markierter Neurone, wéahrend contralateral nur eine geringe Zahl TB-
positiver Neurone dokumentiert werden konnte (Abb. 61). Im Bereich der weite-
ren zwei Substrukturen des MnPO (dMnPO / vMnPO) konnte bei mittelstarker
Markierung keine Unterscheidung zwischen einer ipsi- und kontralateralen
Auspragung TB-positiver Neurone festgestellt werden.

Nach Mikroinjektion von ,true blue® (TB) in den pPVN konnten neben den
distinkten Zellpopulationen im MnPO zahlreiche weitere hypothalamische (Abb.
57) sowie extrahypothalamische (Abb. 58), neurogliale Strukturen mit direkter
Projektion in den Bereich des pPVN unterschieden werden. Zur genaueren
neuroanatomischen Lokalisation der mit TB markierten Neuronengruppen im
Hypothalamus wurde dieser in jeweils eine periventrikulare, mediale und late-
rale Zone eingeteilt. Mit Hilfe einer semiquantitativen Erfassung wurde zusatz-
lich zur Lokalisation der markierten Neurone eine Beurteilung der Markierungs-

dichte vorgenommen. Diese erfolgte anhand einer Skala mit einer Einteilung in:

+++ = hoher Dichte an TB-positiven Neuronen
++ = mittlerer Dichte an TB-positiven Neuronen
+= geringer Dichte an TB-positiven Neuronen

= kein Nachweis TB-positiver Neurone

Im Bezug zur Injektionsstelle im Bereich des linken pPVN wurde zudem
zwischen einer ipsi- und kontralateralerAuspragung der Markierung unterschie-
den (Tab. 2 und 3).

Innerhalb der periventrikularen Zone des Hypothalamus konnten neben dem

MnPO im wesentlichen drei weitere Kerngebiete mit direkter Projektion zum
pPVN identifiziert werden. Die héchste Dichte true blue markierter Neurone
wurde im Bereich des linken Nucleus suprachiasmaticus (SCh) identifiziert, bei
gleichzeitiger Markierung weniger Neurone auf der kontralateralen Seite. Auch
die anteriore, parvozellulare Komponente des PVN (PaAP) wies zahlreiche in
den pPVN projizierende Neurone auf (Tab. 2). Des Weiteren konnten TB-posi-

tive, magnozellulare Neurone im Nucleus supraopticus (SON) dargestellt wer-
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den, der zudem lediglich eine ipsilaterale Auspragung der Markierung aufwies
(Tab. 2; Abb. 57).

Ein GrofR3teil der medialen Zone des Hypothalamus wird von der medialen préa-

optischen Region (MPA) eingenommen, die aus der undifferenzierten grauen
Substanz und finf ausgepragten Kerngebieten besteht. Insgesamt zeigte sich

eine relativ homogen verteilte, markante Dichte an true blue markierten Ner-

Abb. 57: Retograde Markierung hypothalamischer Kerngebiete nach TB Mikro-
applikation in den pPVN

Als neuronaler Tracer wird true blue (TB) von synaptischen Endigungen im pPVN
aufgenommen und retrograd in die dazugehdrigen Zellkdrper transportiert; TB stellt
sich mikroskopisch als zytoplasmatisches, blaues Signal dar. Neben dem MnPO
konnte TB in Neuronen zahlreicher hypothalamischer Kerngebiete meist begrenzt auf
der zur Applikation ipsilateralen Seite hachgewiesen werden.

(A) Nucleus supraopticus (SON), (B) periventrikuldrer Nucleus des Thalamus (PVA),
(C) mediale praoptische Region (MPA), (D) laterale praoptische Region (LPO).

Balken entspricht 100 um
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venzellen, die grundséatzlich nur ipsilateral ausgepragt war (Tab. 2; Abb. 57). Als
ovale Struktur stellte sich der Nucleus praeopticus medialis (MPO) dar, der sich
in seiner Gesamtheit Uber die ganze longitudinale Ausbreitung der MPA
erstreckt. In seinen insgesamt drei zu differenzierenden Substrukturen, einem
zellarmen lateralen (MPOL), einem zellreichen medialen (MPOM) und einem
sehr zellreichen zentralen Anteil (MPOC), konnte eine hohe Dichte TB-markie-
rter Neurone detektiert werden (Tab. 2). Neben diesen prominenten Neuronen-
populationen wiesen sich auch der ventromediale und -laterale préaoptische
Nucleus (VMPO / VLPO) als retrograd markierte Kerngebiete aus, bei ebenfalls
lediglich ipsilateraler Auspragung der Markierung (Tab. 2).

Hypothalamische Ipsilaterale Contralaterale

Projektionsgebiete Auspragung Auspragung

Periventrikulare Zone
MnPO ++
PaAP +++
SCh +++ -
SON + -
Mediale Zone
MPA +++ -
MPOC +++ -
MPOL ++ -
MPOM +++ -
VLPO +++ -
VMPO ++ -
Laterale Zone
LA + -
LHA +++ +
LPO ++ -
MCPO +++ -

Tab. 2: Hypothalamische Kerngebiete mit efferenter Projektion zum pPVN

Die Mikroapplikation des retrograden Tracers true blue (TB) in den parvozellularen
Nucleus paraventricularis hypothalami (pPVN) fuhrte zur Markierung zahlreicher
hypothalamischer Kerngebiete.
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Die laterale Zone des Hypothalamus wird funktionell in zwei Untereinheiten

eingeteilt, die laterale praoptische Region (LPO) und das laterale hypothalami-
sche Areal (LHA). Die LPO ist durch mittelgrof3e Neurone gekennzeichnet, die
sich um den dorsomedialen Anteil des mittleren Vorderhirnbiindels formieren
und dorsal vom Kerngebiet der Stria terminalis und der Substantia innominata
begrenzt werden. Innerhalb dieses Gebietes konnte ein homogenes Muster true
blue markierter Neurone hoher Dichte dargestellt werden. Als einzig ausge-
pragtes Kerngebiet der LPO ist der magnozellulare, praoptische Nucleus zu
nennen, dessen Neurone eine massive TB Markierung zeigten (Abb. 56;
Tab. 2). Wie fur die LPO konnte auch in der LHA eine weite Verbreitung und
hohe Dichte TB markierter Neurone nachgewiesen werden, wobei eine
begrenzte Anzahl TB positiver Nervenzellen auch auf der kontralateralen Hirn-
héalfte markiert waren. Es konnten zudem Neurone im Bereich des anterioren

hypothalamischen Nucleus (LA) identifiziert werden.

Zusatzlich zu den hypothalamischen konnten extrahypothalamische Neuronen-
populationen mit efferenten Projektionen zum pPVN erfasst werden. Es sind
solche cortikalen Ursprungs aus Bereichen des Limbischen Systems (Septum,
Amygdala, Kerngebiet der Stria terminalis) sowie aus Thalamus, Hirnstamm

und der Gruppe der CVOs zu unterscheiden.

Als starkst markiertes Gebiet im Cortex ist das Cingulum zu nennen. Zum
prafrontalen Cortex gehérend wird dieses in drei Areale (Cg 1-3) eingeteilt. Alle
drei Anteile wiesen ipsilateral eine hohe Dichte TB markierter Neurone auf, bei
geringfugiger Lokalisation auch auf der kontralateralen Seite. Eine kleine An-
zahl markierter Neurone konnte im piriformen Cortex, vor allem im Bereich des
Nucleus endopiriformis dorsalis (DeN) nachgewiesen werden. Im Limbischen
System war eine besonders intensive Ansammlung retrograd markierter Zellen
in den Anteilen des Septum zu beobachten. Als wichtiger Anteil des limbischen
Systems ist es unterhalb des Corpus callossum, zwischen den anterioren
Hornern der Lateralventrikel und oberhalb der Mittellinie der Commissura ante-

rior gelegen. Aufgrund zytoarchitektonischer und topographischer Beschaffen-
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Extrahypothalamische Ipsilaterale Contralaterale

Projektionsgebiete Auspragung Auspragung

Kortikale Gebiete
Cingulate cortex 1-3 +++ +
Cortex piriformis + -
Den ++ -
Septum
HDB +++ +
LSI +++ -
LSV +++ -
MS ++ ++
SHy +++ -
TS ++ -
VDB +++ ++
Amygdala
AcbSH ++ -
MeAD ++ -
STMA +++ -
STMAL +++ -
STMLV +++ -
STMPI + -
STMPL + -
STMPM ++ -
STMV +++ -
CVOs
OVLT +++ +
SFO + -
Thalamus
PVA ++ +
Hirnstamm
AP ++ -
NTS ++ +
Tab. 3: Extrahypothalamische Kerngebiete mit efferenter Projektion zum
pPVN

Die Mikroapplikation des retrograden Tracers true blue (TB) in den parvozellularen
Nucleus paraventricularis hypothalami (pPVN) fuhrte zur Markierung zahlreicher
extrahypothalamischer Regionen.
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heiten unterscheidet man einen medialen, lateralen und posterioren Anteil. Dem
Septum laterale zuzuordnen, stellten sich dessen dorsale (LSD), ventrale (LSV)
und intermediare (LSI) Komponenten als stark markierte Areale dar, die aus-
schlie3lich eine ipsilaterale Auspragung true blue positiver Neurone aufwiesen
(Abb. 58; Tab. 3). Der mediale Anteil setzt sich aus dem dorsal gelegenen
Nucleus septalis medialis (MS) und dem ventral gelegenen Nucleus des
diagonalen Bandes von Broca zusammen, welcher sich wiederum in einen
vertikalen (VDB) und einen horizontalen Schenkel (HDB) teilt. Wahrend der MS
eine sowohl ipsi- als auch kontralateral maRige Auspragung TB positiver
Neurone aufwies, wurde das diagonale Band in beiden Teilen ipsi- und kontra-
lateral stark markiert. Vergleichbar intensive Projektionsgebiete liel3en sich in
den Bereichen der Amygdala dokumentieren. Besonders hervorzuheben ist die
massive Markierung samtlicher Anteile des basalen Kerngebietes der Stria
terminalis, des medialen amygdaloiden Nucleus (MeAD) und des Nucleus
accumbens (Acb). Auffallig erscheint, dass true blue markierte Neurone

ausschlieRlich ipsilateral zu finden waren.

Im Thalamus wies der paraventrikulare Nucleus (PVA) eine deutlich ipsilaterale
Ansammlung TB positiver Neurone auf, bei schwacherer Markierung der kon-
tralateralen Seite (Tab. 3).

Abb. 58: Retrograde Markierung extrahypothalamischer Kerngebiete und der
CVOs durch den Tracer TB nach Mikroapplikation in den pPVN

Der neuronale Tracer true blue (TB) wird mitttels retrogradem, axonalen Transport in
die Perykaria der zugehorigen Neurone transportiert und stellt sich als zytoplas-
matisches, blaues Signal dar. Die Bildtafel zeigt eine Auswahl retrograd markierter
extrahypothalamischer Kerngebiete und CVOs

(A) laterales Septum, (B) horizontales Band von Broca, (C) Kerngebiet der Stria
terminalis (medial, latero-ventral)(STMLV), (D) Kerngebiet der Stria terminalis (medial,
anterior) (STMA), (E) Kerngebiet der Stria terminalis (medial, ventral) (STMV) (F)
paraventricularer Nucleus des Thalamus, (G) OVLT, (H) SFO

Balken entspricht 100 pm
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Unter den circumventrikularen Organen zeigt sich die starkste Markierung im

Bereich des OVLT, welches eine deutlich ipsilaterale Auspragung der TB-Mar-
kierung zeigte, wahrend im Subfornikalorgan lediglich eine geringe Zahl TB
positiver Neurone zu finden war (Tab. 3). Die am weitesten caudal gelegenen
Markierungen zeigten sich in der im Hirnstamm befindlichen Area postrema
(AP) sowie dem Nucleus tractus solitarius (NTS), welches klar auf eine
monosynaptische Verbindung vom NTS zum pPVN hinweist (Tab. 3).

3.3.2. Immunhistochemische Charakterisierung getracter Neurone in

MnPO und OVLT nach osmotischer Stimulation

In Kap. 3.2.3.1/3.2.3.2 konnte gezeigt werden, dass unter den Bedingungen
einer milden Dehydrierung der Versuchstiere je nach Substruktur des MnPO
12 - 25 %, der aktivierten Neurone mit nachweislich nukleérer Fos-Transloka-
tion der Gruppe der nitrergen Neurone zuzuordnen waren. Bedingungen einer
isotonen, intravasalen Hypovolamie bedingten eine demgegenuber reduzierte
Aktivierung nitrerger Neurone, und die milde Warmeexposition vermochte es
nicht, NNOS exprimierende Zellen des MnPO zu stimulieren. Aufgrund dieser
immunhistochemischen Ergebnisse physiologischer Versuche sollte im Folgen-
den untersucht werden, ob durch extrazellulare Dehydrierung aktivierte Neuro-
nenpopulationen des MnPO efferente Konnektivitaten zum pPVN als wichtig-
stem ,Integrator* autonomer Regelkreise auf hypothalamischer Ebene aufwei-

sen.

Folgerichtig wurde bei funf Tieren, wie in Kapitel Kap. 2.4.4.1 beschrieben, true
blue als retrograder, neuronaler Tracer stereotaktisch in den pPVN mikroappli-
ziert, und diese Tiere den Stimulationsbedingungen der Versuchsgruppe D
(Kap. 2.4.2) unterzogen. Im Anschluss daran erfolgte eine immunhistochemi-
sche Charakterisierung wie in Kap. 2.4.5 beschrieben, kombiniert mit dem Fluo-

reszenznachweis fur transportiertes TB.
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3.3.2.1. Anteriorer Nucleus praeopticus medianus (aMnPO)

In der anterioren Substruktur des MnPO bewirkte der 24-stiindige Trinkwasser-
entzug bei den funf mit TB mikroinjizierten Tieren eine Fos-Induktion in 19,7 +
0,9 nitrergen Zellen/ 40 um Gehirnschnitt (Abb. 59), entsprechend einem Anteil
von 25,1 % aller Fos-positiven Neurone des aMnPO (Abb. 59). Von diesen

NNOS- sowie Fos-positiven Neuronen wiesen 19,3 % eine Markierung durch
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Abb. 59: Darstellung der Mehrfachmarkierungen der Neurone in den
Substrukturen des MnPO nach Mikroinjektion des neuronalen Tracers
TB in den pPVN und osmotischer Stimulation der Versuchstiere

Die Versuchstiere wurden einer Mikroapplikation des retrograden Tracers true blue
(TB) in den Bereich des parvozellularen Nucleus paraventricularis (pPVN) sowie nach
Rekonvaleszenz einem 24-stiindigen Entzug des Trinkwassers unterzogen. Immun-
histochemisch (Fos, nNOS) und durch Fluoreszenz-Analyse (TB) erfolgte in coronalen
Gehirnschnitten fur jedes Versuchstier in den drei Substrukturen des MnPO die
Bestimmung der aus n > 3 coronalen Gehirnschnitten gemittelten Anzahlen an Zellen
mit (1) nNOS / Fos, (2) Fos/ TB, (3). nNOS / TB sowie (4) nNOS / Fos / TB positiven
Neuronen. Die daraus resultierenden Mittelwerte wurden jeweils mit ihrem SEM als
Balkendiagramm dargestellt. Durch Sternchen (*) gekennzeichnete Daten weisen auf
signifikante, Unterschiede hin. Gemal} des nicht-parametrischen Mann-Whitney U
Rangtests: (*2p < 0,05; **2p <0,01) (n =5).
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den retrograden Tracer true blue auf. Durchschnittlich 4,6 £ 1,1 Zellen/ 40 um
Gehirnschnitt zeigten eine Co-Lokalisation von nNOS und TB, wéahrend
3,8 £ 1,4 Fos-positive, jedoch nNOS-negative Zellen/ 40 um Gehirnschnitt in
den pPVN projizierten, was einem prozentualen Anteil von 4,8 % entsprach
(Abb. 59). Gemessen an der Gesamtzahl der TB-positiven Neurone von durch-
schnittlich 51,7 £+ 3,0 Zellen/ 40 um wiesen 7,4 % eine Co-Lokalisation mit Fos,
8,9 % einen Nachweis von nNOS und 7,3 % eine Dreifachmarkierung auf
(Abb. 60, 61).

51,7 56,5 62,9
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Abb. 60: Prozentuale Verteilung der Mehrfachmarkierungen getracter Neurone

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der Mehrfachmarkierungen getracter
Neurone. Die Zahlen tber den Balken geben die absolute Zahl der true blue positiven
Neurone der jeweiligen Substruktur des MnPO an.

aMnPO: anteriore Komponente, dMnPO: dorsale Komponente, vMnPO: ventrale
Komponente des MnPO

3.3.2.2. Dorsaler Nucleus praeopticus medianus (dMnPO)

Bedingt durch die osmotische Stimulation der Versuchstiere erwiesen sich
17,5+ 1,3 dMnPO-Neurone als nNOS/Fos immunopositiv, entsprechend
20,2 % aller Fos-positiven Neurone (Abb. 59). Im Mittel 3,8 + 1,4 Zellen/ 40 pm
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Abb. 61: Fos/nNOS Immunhistochemie des aMnPO nach osmotischer Stimu-
lation und true blue Mikroinjektion in den pPVN

Die in den parvozellularen PVN (pPVN) mit true blue (TB) mikroinjizierten Versuchs-
tiere wurden einer 24-stiindigen Dehydrierung unterzogen. Die Darstellung Fos-/nNOS-
positiver Neurone im MnPO erfolgte dann immunhistochemisch im coronalen Gehirn-
schnitt (40 um) mittels kombinierter indirekter Immunfluoreszenz, unter Verwendung
spezifischer Antikdrper/-seren gegen nNOS und Fos, und entsprechender sekundarer,
Fluorophor-gekoppelter Antikdrper, wie in anderen Abbildungslegenden detailliert
beschrieben. Expression der nNOS stellte sich als rotes, zytoplasmatisches Signal dar,
wahrend Fos als nukleares, griines Signal detektiert werden konnte. Der retrograde
Tracer TB reicherte sich im Zytoplasma der neuronalen Perykaria an und erschien im
histologischen Bild als blaues Signal. Computer-gestiitzt erfolgte die Uberlagerung der
drei Einzelbilder. In der Ausschnittsvergréf3erung sind die verschiedenen Mehrfach-
markierungen MnPO-intrinsischer Neurone dargestellt.

Roter Pfeil: nNOS / TB positives Neuron; gruner Pfeil: nNOS / Fos positives Neuron;
weiller Pfeil: NNOS / Fos / TB positives Neuron

Balken entspricht 100 um, in der AusschnittsvergréRerung 5 um

158



3 Ergebnisse

Gehirnschnitt und somit 21,7 % dieser Population wiesen eine retrograde
Markierung durch TB auf, wahrend diese lediglich bei 4,8 % der nur Fos-
positiven Neurone nachzuweisen war (Abb. 60). Durchschnittlich konnten
56,5 £ 8,7 true blue markierte Neurone/40 um Gehirnschnitt im dorsalen Anteil
des dMnPO dargestellt werden, wobei 68,8 % weder nitrerger Natur waren,
noch durch den osmotischen Stimulus aktiviert wurden. 17,1 % erwiesen sich
als nNOS-positiv, wahrend 7,4 % Fos-positiv waren. Bei insgesamt 6,7 % der
TB positiven Neurone konnte eine gleichzeitige Expression von nNOS und Fos
nachgewiesen werden, gleichbedeutend einer Projektion der durch osmotische
Stimulation des Tieres aktivierten nitrergen Neurone des MnPO in den pPVN
(Abb. 59 und 60).

3.3.2.3. Ventraler Nucleus praeopticus medianus (VMnPO)

Im ventralen Anteil des MnPO konnte bei 22,6 % der aktivierten Neurone mit
nukledrer Fos-Translokation nach osmotischer Stimulation eine Co-Lokalisation
des Fos-Proteins mit nNOS dargestellt werden. 11,8 + 0,7 Neurone pro 40 um
Gehirnschnitt exprimierten nNOS und zeigten sich gemal der nachweisbaren
Fos-Translokation als osmotisch aktiviert. Da weitere 7,1 + 0,7 Zellen/ 40 pm
Gehirnschnitt eine zusétzliche retrograde Markierung mit TB aufwiesen, ent-
sprach der Anteil aktivierter, nitrerger Neurone mit direkter Projektion in den
pPVN 37,6 % der Fos/nNOS immunopositiven Zellen (Abb. 59). 4,2 % der
Fos-positiven Neurone wiesen eine TB-Markierung auf, ohne nNOS zu expri-
mieren. Von den durchschnittlich 62, 9+ 7,9 true blue positiven Zellen/ 40 pm
Gehirnschnitt zeigten 10,1 +0,9 Zellen, entsprechend 16,0% eine Co-
Lokalisation. Bei einer Beteiligung aller drei Substrukturen des MnPO kdnnte
somit vor allem der ventrale MnPO fir die nitrerge Vermittlung osmotischer
Signale vom MnPO an den pPVN verantwortlich sein. Statistisch zeigten sich
die Werte nNOS / TB sowie nNOS / Fos / TB markierter Neurone im vMnPO als
signifikant gegenuber denen des aMnPO erhdht (Abb. 59).
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3.3.24 Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT)

Parallel zu den immunhistochemischen Untersuchungen in Verbindung mit
retrogradem neuronalem Tracing am MnPO konnte nach osmotischer Stimula-
tion der Versuchstiere durch Wasserentzug auch die Bedeutung des OVLT fur
die efferente Innervation des pPVN charakterisiert werden. Parallel zu den
immunhistochemischen Untersuchungen in Verbindung mit retrogradem neuro-
nalem Tracing am MnPO konnte nach osmotischer Stimulation der Versuchs-
tiere durch Wasserentzug auch die Bedeutung des OVLT fur die efferente
Innervation des pPVN charakterisiert werden. Insgesamt konnten durchschnitt-
lich 118,6 £5,6 TB positive Neurone/ 40 um im OVLT dargestellt werden.
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Abb. 62: Darstellung der Mehrfachmarkierungen von OVLT-Neuronen nach
Mikroinjektion des neuronalen Tracers TB in den pPVN und
osmotischer Stimulation der Versuchstiere

Die Versuchstiere wurden einer Mikroapplikation des retrograden Tracers true blue
(TB) in den Bereich des parvozellularen Nucleus paraventricularis (pPVN) sowie nach
Rekonvaleszenz einem 24-stindigen Entzug des Trinkwassers unterzogen. Immun-
histochemisch (Fos, nNOS) und durch Fluoreszenz-Analyse (TB) erfolgte in coronalen
Gehirnschnitten fur jedes Versuchstier im OVLT die Bestimmung der aus n > 3 coro-
nalen Gehirnschnitten gemittelten Anzahlen an Zellen mit (1) nNOS / Fos, (2) Fos / TB,
(3). NNOS / TB sowie (4) nNOS / Fos / TB positiven Neuronen. Die daraus resultieren-
en Mittelwerte wurden jeweils mit ihrem SEM als Balkendiagramm dargestellt (n = 5).

160



3 Ergebnisse

Abb. 63: Fos/nNOS Immunhistochemie des OVLT nach osmotischer Stimu-
lation und true blue Mikroinjektion in den pPVN

Die in den parvozellularen PVN (pPVN) mit true blue (TB) mikroinjizierten Versuchs-
tiere wurden einer 24-stiindigen Dehydrierung unterzogen. Die Darstellung Fos-/nNOS-
positiver Neurone im OVLT erfolgte dann immunhistochemisch im coronalen Gehirn-
schnitt (40 pum) mittels kombinierter indirekter Immunfluoreszenz, unter Verwendung
spezifischer Antikorper/-seren gegen nNOS und FOS, und entsprechender sekundarer,
Fluorophor-gekoppelter Antikdrper, wie in anderen Abbildungslegenden detailliert
beschrieben. Expression der nNOS stellte sich als rotes, zytoplasmatisches Signal dar,
wahrend Fos als nukleares, griines Signal detektiert werden konnte. Der retrograde
Tracer TB reicherte sich im Zytoplasma der neuronalen Perykaria an und erschien im
histologischen Bild als blaues Signal. Computer-gestiitzt erfolgte die Uberlagerung der
drei Einzelbilder. In der AusschnittsvergrofRerung sind die verschiedenen Mehrfach-
markierungen MnPO-intrinsischer Neurone dargestellt.

Balken entspricht 100 pm

werden. Bei 85,4 % dieser Neuronengruppe, also bei weitem der Mehrheit aller
Zellen, konnte keine Co-Lokalisation mit nNOS und/oder Fos nachgewiesen
werden. Induziert durch die milde Dehydrierung der EZF ergab sich fur die Ge-
samtheit aller Fos-positiven Neurone des OVLT, dass mit 6,1 + 0,8 Zellen/
40 um Gehirnschnitt gar nur ein Anteil von 4,3 % in den pPVN projizierten. Es
konnten 19,9 £ 2,1 OVLT-Neurone pro 40 um Gehirnschnitt mit Co-Lokalisation
von nNOS und Fos detektiert werden, was auf 14,2 % aller Fos-positiven Zellen
pro Gehirnschnitt zutraf (Abb. 62, 63). Lediglich 1,7 + 0,3 Zellen/ 40um Gehirn-
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schnitt, also 8,5 % aller Fos-positiven, nitrergen Zellen projizierten dabei in den
pPVN (Abb. 62). Etwa 5,1 % der TB positiven Neurone zeigten eine Aktivierung,
indiziert durch nukleéare Translokation des Transkriptionsfaktors, wéhrend sich

8,1 % als nitrerg erwiesen; lediglich 1,4 % zeigten eine Dreifachmarkierung.

3.4. Transmitter-induzierte intrazellulare Signaltransduktion in Neuro-

nen und Astrozyten der MNPO-Primarkultur

Osmotische Stimuli wie eine Erhdhung der Tonizitat der EZF bzw. eine Reduk-
tion des EZF-Volumens mit dadurch aktiviertem Renin-Angiotensin-System und
Angiotensin Il (Angll) als zirkulierendem, afferenten Botenstoff werden vor-
nehmlich von Neuronen des Organum subfornicale (SFO) der Lamina terminalis
aul3erhalb der BHS oder periventrikularen Osmosensoren innerhalb der BHS
(z.B. im Bereich des MnPO) perzipiert. Efferenzen des SFO mit Angll als we-
sentlichem Neurotransmitter innervieren nachfolgend kleinzellige, MnPO-intrin-
sische Nervenzellen. Hypovolamische Zustande der EZF werden primar tber
den Nucleus tractus solitarius der Medulla oblongata als Relaisstation an Neu-
rone des MnPO Ubermittelt, wobei Noradrenalin als Ubertragerstoff eine bedeu-
tende Rolle spielt. Glutamat reprasentiert seinerseits ganz allgemein den wich-
tigsten exzitatorischen Neurotransmitter im Hypothalamus, und dient dariber
hinaus als finaler Botenstoff in der Ubermittlung peripherer Temperatursignale

Uber den Hirnstamm an die Region des MnPO.

3.4.1 Calciumabhangige intrazellulare Signaltransduktion in Neuro-

nen der MnPO-angereicherten Primarkultur

Im Rahmen dieser Versuchsserie an kultivierten Neuronen des MnPO sollte
daher untersucht werden, ob sowohl Angll, Noradrenalin (NA) als auch Gluta-
mat (Glu) in der Lage sind, MnPO-intrinsische Neurone zu aktivieren und etwa
eine calciumabhangige, intrazellulare Signaltransduktion induzieren zu kénnen.
Daruber hinaus war es von Interesse herauszufinden, inwieweit eine funktio-
nelle zellulare Co-Expression der jeweiligen Rezeptortypen besteht. Hierfur
wurden Angll, NA und Glutamat, wie in Kap. 2.4.10. beschrieben, in randomi-

sierter Reihenfolge dem Superfusat einer MnPO-Primarkultur zugefuhrt und mit-
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Abb. 64: Darstellung des prozentualen Anteils responsiver MNnPO Neurone
nach Superfusionstimulation mit Angll, NA, Glu und Kaliumchlorid

Das Balkendiagramm zeigt den prozentualen Anteil responsiver Neurone der MnPO-
Primarkultur auf eine Stimulation mit Angiotensin Il (Angll; 10 M/L), Noradrenalin (NA;
10 M/L), Glutamat (Glu; 10° M/L) und Kaliumchlorid (50 mM/L) in Messpuffer. Die
Zahlen Uber den Balken stellen die absolute Anzahl responsiver Neuronen aus
mehreren Praparationen dar. Es gingen insgesamt 277 Neurone in diese Auswertung
ein.
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Abb. 65: Durchschnittliche Ratio-Erh6hung responsiver MNnPO Neurone nach
Superfusionsstimulation mit Angll, NA, Glu und Kaliumchlorid

Dieses Balkendiagramm gibt die durchschnittliche Erhéhung der jeweiligen 340/
380 nm Fluoreszenz Ratio in Neuronen nach Superfusionsstimulation der MnPO-Pri-
markultur mit Angiotensin Il (Angll; 10® M/L), Noradrenalin (NA; 10° M/L), Glutamat
(Glu; 10®° M/L) und KCI (50 mM/L) in Messpuffer als arithmetischen Mittelwert + SEM
an.
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tels Calcium-Imaging zellulare Antworten MnPO-intrinsischer Neurone regi-
striert (Abb. 68). Um die Vitalitat derjenigen Neurone in der Kultur nachzuwei-
sen, die auf keinen der Neurotransmitter mit einer Erhéhung des [Ca®'],
reagierten, wurde Kaliumchlorid (max. 35 mM/L Badkonzentration) als Kontroll-
stimulus eingesetzt (Abb. 68). 271 der getesteten 277 Neurone aus 11 Zellpra-
parationen zeigten nach Superfusion mit Messpuffer hoher Kaliumchlorid-
Konzentration eine Erhdhung der 340/ 380 nm Fluoreszenz Ratio um durch-
schnittlich 0,26 + 0,05 Ratio-Einheiten (Abb. 64, 65).

Auf die Superfusion mit Angll in einer finalen Konzentration von 10° M/L rea-
gierten 4 % der 271 Neurone mit einer Erhéhung des [Ca?'], um 0,09 + 0,01
Ratio-Einheiten (Abb. 64, 65). Dieser entgegen den Erwartungen niedrige Antell
Angll-responsiver Neurone kénnte auf einer vermehrten Internalisation des AT;-
Rezeptors unter Kulturbedingungen zurtickzufihren sein (Brenner, 2002,

Poupart et al., 2007). Durch Applikation einer NA-haltigen Messpuffer-Losung
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Abb. 66: Co-Eexpression funktioneller Rezeptorproteine fur NA, Angll und
Glutamat bezogen auf NA-responsive Neurone und Astrozyten

Prozentuale Anteile NA-responsiver Neurone N (n = 71) sowie Astrozyten A (n = 164)
in der MnPO Primarkultur, die ebenfalls auf Glutamat, bzw. Glutamat und Angll mit
einer Erhdhung der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio reagierten.

164



3 Ergebnisse

(10° M/l) konnte bei 26 % der untersuchten Neurone eine Erhéhung der
340/ 380 nm Fluoreszenz Ratio dokumentiert werden, welche durchschnittlich
0,11 + 0,08 Ratio-Einheiten betrug (Abb. 64, 65). 94 % der getesteten MnPO-
Neurone hingegen reagierten auf die Superfusionsstimuation mit Glutamat (10
M/L) mit einer mittleren Ratio-Anderung von 0,20 + 0,05 (Abb. 64, 65).

Somit wurde nachgewiesen, dass sowohl Angll als auch NA und Glutamat in
den Neuronen der MnPO-angereicherten Primarkultur eine Erhdhung des
[Ca®"],, induzieren konnten. Zahlreiche in vivo Untersuchungen demonstrierten
die integrative Funktion MnPO-intrinsischer Neurone fur afferente osmo-,
volumen- und thermoregulatorische Signale (Gerstberger et al. 2001; Johnson
& Thunhorst, 1997). Somit war es von Interesse zu ermittelt, inwieweit einzelne
Neurone auf zwei oder alle drei der getesteten Neurotransmitter mit einem
intrazellularen Calciumsignal antworten wirden. Dadurch konnte der Nachweis
einer funktionellen Co-Expression spezifischer Rezeptoren fur Angll, NA und
Glutamat in ein und demselben MnPO-Neuron erbracht werden.
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Abb. 67: Funktionelle Co-Expression von Rezeptoren fur NA, Glu und Angll in
Angll-responsiven MnPO-Neuronen

Dargestellt ist der prozentuale Anteil aller Angll (10° M/L) -responsiven Neurone
(n =11) der MnPO-Priméarkultur, die zusatzlich auf Superfusionsstimulation mit Gluta-
mat (Glu, 10 M/L) oder Glu und Noradrenalin (NA; 10°® M/L) mit einer Erhéhung der
340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio reagierten.
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Hierzu wurden die 71 NA-responsiven MnPO-Neurone als Bezugspopulation
herangezogen. 92 % dieser Nervenzellen reagierten bei randomisiert sequen-
zieller Applikation von NA und Glutamat jeweils mit einer Erhéhung der 340 /
380 nm Fluoreszenz Ratio und wiesen somit eine funktionelle Co-Expression
Noradrenalin- und Glutamat-spezifischer Rezeptorsubtypen auf (Abb. 66).
Lediglich 3% der NA/ Glutamat -responsiven MnPO-Neurone zeigten auch
nach Superfuson mit Angll eine Anderung der [Ca®'];, (Abb. 66). Dies lasst fiir
diese Neurone sowohl zusatzlich auf das Vorkommen eines Angll-Rezeptor-
subtyps, vermutlich vom AT1-Typ, schlieen. Deklariert man nun die kleine
Anzahl Angll-responsiver MNPO-Neurone als Bezugspopulation, so antworteten
90 % dieser Zellen auch auf glutamaterge Stimulation und lediglich 18 % auf
NA als Neurotransmitter (Abb. 67). Abb. 68 zeigt das Ergebnis eines exem-
plarischen Calcium-Imaging Experiments mit allen drei Neurotransmittern in
sequentieller Applikation und einer finalen Superfusion mit Messpuffer hoher

Kaliumchlorid Konzentration.
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Abb. 68: Einzelversuch zur Erfassung intrazellularer Calciumsignale in einem
Neuron der MnPO-Priméarkultur

Dieses Beispiel zeigt das Antwortverhalten eines MnPO-Neurons auf die sequentielle
Superfusionsstimulation der MnPO Primérkultur mit Angiotensin Il (Angll; 10° M/L),
Noradrenalin (NA; 10° M/L), Glutamat (Glu; 10° M/L) sowie Messpuffer mit erhdhter
Kaliumkonzentration. Das MnPO-Neuron antwortete auf alle drei Transmitter mit einer
eindeutigen Erhéhung der 380/ 340 nm Fluoreszenz Ratio. Das markante intrazellu-
lare Calciumsignal aufgrund der Kalium-induzierten Depolarisation am Ende der Regi-
strierung weist diese Zelle eindeutig als Neuron aus.
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3.4.2. Calciumabhangige intrazellulare Signaltransduktion in Astro-
zyten der MnPO-angereicherten Primarkultur

Es wurden im Rahmen derselben Versuchserie insgesamt 244 Astrozyten auf
ihre Responsivitat gegenuber Angll, NA und Glu untersucht. Am Ende eines
jeden Versuchs erfolgte, wie fur die Neurone beschrieben, ein Teststimulus mit
Kalium-angereichertem Messpuffer. Fehlende Responsivitat wurde jedoch nicht
als Ausschlusskriterium herangezogen, da lediglich 10 -40 % aller MnPO-
Astrozyten nach Kalium-induzierter Depolarisation ein intrazellulares Calcium-
signal zeigen (Brenner, 2002; Wuchert et al. 2008). Durch die 3-minutige
Superfusion mit Angll-haltigem Messpuffer (10° M/IL) konnte keine Calcium-
abhangige Signaltransduktion in den Astrozyten der MnPO-Kultur induziert
werden (Abb. 69). Im Gegensatz dazu reagierten 68 % der getesteten Astro-
zyten auf NA (10° M/L) und 75 % auf Glutamat (10 M/L) mit einer Anderung
der 340/ 380 nm Fluoreszenz Ratio um durchschnittlich 0,21 + 0,07 respektive
0,15 + 0,05 Ratio-Einheiten (Abb. 70). In dieser Studie bewirkte die Super-

fusion des Messpuffers mit hoher Kaliumchlorid-Konzentration eine Anderung
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Abb. 69: Darstellung des prozentualen Anteils responsiver MNnPO Astrozyten
nach Superfusionstimulation mit Angll, NA, Glu und Kaliumchlorid

Das Balkendiagramm zeigt den prozentualen Anteil responsiver Astrozyten der MnPO-
Priméarkultur auf eine Stimulation mit Angiotensin 1l (Angll; 10° M/L), Noradrenalin (NA;
10 MI/L), Glutamat (Glu; 10° M/L) und Kaliumchlorid (50 mM/L) in Messpuffer. Die
Zahlen Uber den Balken stellen die absolute Anzahl responsiver Astrocyten aus
mehreren Praparationen dar. Es gingen insgesamt 244 Astrozyten in diese Auswertung
ein.
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Abb. 70:  Durchschnittliche Ratio-Erh6hung responsiver MnPO Astrozyten nach
Superfusionsstimulation mit Angll, NA, Glu und Kaliumchlorid

Dieses Balkendiagramm gibt die durchschnittliche Erhéhung der jeweiligen 340/
380 nm Fluoreszenz Ratio in Astrozyten nach Superfusionsstimulation der MnPO-Pri-
markultur mit Angiotensin Il (Angll; 10° M/L), Noradrenalin (NA; 10° M/L), Glutamat
(Glu; 10®° M/L) und KCI (50 mM/L) in Messpuffer als arithmetischen Mittelwert + SEM
an.
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Abb. 71: Einzelversuch zur Erfassung intrazellularer Calciumsignale in einem
Astrozyten der MnPO-Primarkultur

Dieses Beispiel zeigt das Antwortverhalten eines MnPO-Astrozyten auf die sequentielle
Superfusionsstimulation der MnPO-Primérkultur mit Noradrenalin (NA; 10°® M/L), Gluta-
mat (Glu; 10®° M/L) sowie Messpuffer erhéhter Kaliumkonzentration. Der MnPO-Astro-
zyt antwortete mit einer eindeutigen Erhéhung der 380/ 340 nm Fluoreszenz Ratio.
Das transiente intrazellulare Calciumsignal aufgrund der Kalium-induzierten Depolari-
sation am Ende der Registrierung erwies sich fiir ca. 40 % aller Astrozyten als charak-
teristisch.
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der 340/ 380 nm Fluoreszenz Ratio in 41 % der Astrocyten um 0,13 = 0,08,
gleichbedeutend mit einer Depolarisation des Membranpotentials (Abb. 69, 70).
Unter Bezugnahme auf die 168 NA-responsiven MnPO-Astrozyten wiesen 70 %
dieser Zellen eine Co-Aktivierbarkeit durch superfundiertes Glutamat (10 M/L)
auf (Abb. 66). In Abb. 71 ist das Ergebnis eines exemplarischen Calcium-

Imaging Experiments fur einen Astrozyt der MNPO-Primarkultur demonstriert.

Die durch Superfusionsstimulation mit Angll (10° M/L) induzierten intrazellu-
laren Calciumsignale konnten in drei wesentliche Muster differenziert werden
(Abb. 81). 36 % der Angll-responsiven MnPO-Neurone reagierten mit einem
innerhalb von wenigen Sekunden erfolgenden Anstieg des [Ca**];, und nachfol-
gendem graduellen Abfall des Calciumsignals Uber 4-5 min bis auf den Basal-
wert (Typ B). Bei spikeformigen Signalen hingegen erfolgten Anstieg und Ab-
nahme der [Ca®'];, innerhalb weniger Sekunden (Typ C), ein Reaktionsmuster,
welches 55 % der untersuchten Neurone auf angiotensinerge Stimulation zeigt-
en. Oszillationen der [Ca*'];, konnten bei 9 % der MnPO-Neurone registriert

werden (Typ D).

3.4.3. Charakterisierung des in Neuronen und Astrozyten der MnPO
Primarkultur exprimierten Adrenozeptor-Subtyps

Im Rahmen der Volumenhomdostase der EZF werden vagale Afferenzen vor-
rangig aus dem Niederdrucksystem bzw. dem Pfortaderbereich der Leber nach
Umschaltung im medullaren NTS sowie partiell dem pontinen Nucleus parabra-
chialis auf den pPVN sowie den MnPO verschaltet, mit NA als primarem Neuro-

transmitter.

3.4.3.1. Funktionelle Charakterisierung in der der MnPO-Primarkultur

Die ausgepragte Aktivierbarkeit von Neuronen (ca. 26 %) und Astrozyten
(ca. 68 %) der MnPO Primarkultur durch Noradrenalin legte die Notwendigkeit
einer pharmakologischen Charakterisierung der beteiligten Adrenozeptoren
nahe. Dabei fand in dieser Arbeit aufgrund der angewandten Technik des

Calcium Imaging eine Beschrankung auf den a;-Rezeptorsubtyp statt.
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So erfolgte in jeweils mehreren Mikrokammern aus insgesamt 10 Zellprapara-
tionen die Superfusionsstimulation zunachst mit Noradrenalin (10° M/L) und
nachfolgender Applikation des a;-Rezeptorsubtyp-spezifischen Agonisten
Phenylephrin (PHE) in aquimolarer Konzentration (10° M/L). Am Ende des
Versuches wurde wiederum mit NA (10° M/L) als post-experimenteller Stimulus
dem Perfusat zugefugt. Von den 71 NA-responsiven MnPO-Neuronen konnte
bei 15 die sequentielle Stimulation mit NA — PHE — NA dahingehend erfolgreich
durchgefuhrt werden, dass nach Superfusion mit PHE eine zellulare Antwort
auch auf den zweiten, post-experimentellen NA-Stimulus verzeichnet werden
konnte (21,1 %). Dies entspricht auch gleichzeitig der Anzahl NA-responsiver
Zellen, die sich auch durch PHE aktivieren lielien (Abb. 76). Die getesteten
Neurone reagierten auf die erste Superfusion mit NA mit einer Erhdhung der
340/380 nm Fluoreszenz Ratio um 0,12+ 0,02, die Applikation des as-
Agonisten um 0,08 + 0,01 sowie die zweite Stimulation mit NA um 0,09 + 0,01
(Abb. 72, 73).
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Abb. 72: Sequentielle Superfusionsstimulation der MnPO-Primarkultur mit
Noradrenalin und Phenylephrin: neuronale Antworten

Neurogliale, Fura-2 beladene Primarkulturen des MnPO wurden sequentiell mit Norad-
renalin (NA; 10° M/L), dem a;-Agonisten Phenylephrin (PHE; 10° M/L) und wiederum
NA (10°® M/L) durch Superfusion fiir jeweils drei min stimuliert. Gezeigt ist die gemit-
telte Erhdhung der intrazelluldren Calciumkonzentration ([Ca®'],,), bestimmt als Ande-
rung der 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio, jeweils mit SEM (n = 15). Der statistische
Vergleich mittels des nicht-parametrischen Mann-Whitney U Rangtests ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Stimulationsphasen.
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Abb. 73: Sequentielle Superfusionsstimulation der MnPO-Primarkultur mit
Noradrenalin und Phenylephrin: exemplarische neuronale Antwort

Eine neurogliale, Fura-2 beladene Primarkultur des MnPO wurde sequentiell mit Nor-
adrenalin (NA; 10°® M/L), dem a;-Agonisten Phenylephrin (PHE; 10°® M/L) und wiede-
rum NA (10° M/L) durch Superfusion fiir jeweils drei min stimuliert. Gezeigt ist der zeit-
liche Verlauf der durch Ratio Imaging charakterisierten intrazellularen Calciumkonzen-
tration ([Ca*],) eines MnPO-Neurons, dargestellt als Anderung der 340/380 nm
Fluoreszenz Ratio.

Im statistischen Vergleich der mittleren 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio Ande-
rungen konnte bei den Neuronen sowohl zwischen erstem und zweiten NA-
Stimulus, als auch dem PHE-Stimulus kein signifikanter Unterschied ermittelt
werden (Abb. 72). Eine durch die repetitive Superfusionsstimulation maglicher-
weise induzierte Desensibilisierung des noradrenerg bewirkten Calciumsignals
kann somit fur diese Zellen ausgeschlossen werden. In aquimolarer Konzentra-

tion eingesetzt erwies sich PHE somit als &quipotent im Vergleich mit NA.

Von den 164 NA-responsiven MnPO-Astrozyten konnte bei 27 die sequentielle
Stimulation mit NA — PHE — NA durchgefihrt werden. Die erste Superfusions-
stimulation mit NA filhrte zu einem markanten Anstieg der [Ca®];,, gemessen
als 340/380 nm Fluoreszenz Ratio, um 0,24+ 0,01 Einheiten. Die nachfol-
gende Supefusion der NA-responsiven Astrozyten mit aquimolarem PHE be-

bewirkte bei 16,5 % dieser Zellen eine Zunahme der [Ca®*'], um 0,12 + 0,01
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Abb. 74: Sequentielle Superfusionsstimulation der MnPO-Primarkultur mit
Noradrenalin und Phenylephrin: astrozytare Antworten

Neurogliale, Fura-2 beladene Primarkulturen des MnPO wurden sequentiell mit Norad-
renalin (NA; 10°® M/L), dem a;-Agonisten Phenylephrin (PHE; 10° M/L) und wiederum
NA (10° M/L) durch Superfusion fiir jeweils drei min stimuliert. Gezeigt ist die gemit-
telte Erhohung der intrazellularen Calciumkonzentration ([Ca?'];,), bestimmt als Ande-
rung der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio, jeweils mit SEM (n = 27). Mit Sternchen (*)
gekennzeichnete Daten weisen auf signifikante Unterschiede im Vergleich zum ersten,
mit (*) gekennzeichnete Daten auf signifikante Unterschiede zum zweiten NA-Stimulus
hin. GemaR des nicht-parametrischen Mann-Whitney U Rangtests: (**) 2p < 0,05;
*** 2p < 0,001).
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Abb. 75: Sequentielle Superfusionsstimulation der MnPO-Primarkultur mit
Noradrenalin und Phenylephrin: exemplarische astrozytare Antwort

Eine neurogliale, Fura-2 beladene Primarkultur des MnPO wurde sequentiell mit Nor-
adrenalin (NA; 10° M/L), dem a;-Agonisten Phenylephrin (PHE; 10 M/L) und wiede-
rum NA (10 M/L) durch Superfusion fiir jeweils drei min stimuliert. Gezeigt ist der zeit-
liche Verlauf der durch Ratio Imaging charakterisierten intrazellularen Calciumkonzen-
tration ([Ca®*'],) eines MnPO-Astrozyten, dargestellt als Anderung der 340 /380 nm
Fluoreszenz Ratio.
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Abb. 76: Funktionelle Expression des a;-Adrenozeptors in der MnPO-
Primarkultur

Von allen in der MnPO-Primarkultur durch NA-Superfusion (10° M/L) aktivierbaren
Neuronen (N) und Astrozyten (A) — den Uber den Balken angegebenen Zellzahlen
entsprechend —lie3en sich Teilpopulationen auch durch den a;-spezifischen Agonisten
Phenylephrin (PHE) in &quimolarer Konzentration stimulieren. Die schraffierten Fla-
chen stellen den prozentualen Anteil der ebenfalls PHE-responsiven Zellen dar.

Ratio-Einheiten (Abb. 74, 76). Die postexperimentelle, zweite NA-Applikation
hatte eine Erhéhung der 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio um 0,1X £ 0,0X zur
Folge. Fiur die Astrozyten zeigte sich somit, dass die aus dem zweiten NA-
Stimulus resultierende Ratio-Anderung im Vergleich zur ersten marginal, wenn
auch signifikant niedriger (2p < 0,05) ausfiel. Die durch aquimolares PHE bedin-
gte Anderung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio erwies sich sowohl im Ver-
gleich zum ersten als auch zweiten NA-Stimulus als signifikant erniedrigt (2p <
0,001).

In einer weiteren Versuchsserie zur Beteiligung des aj;-Adrenozeptors an der
NA-induzierten Erhéhung der [Ca®'];, sollte untersucht werden, inwieweit Prazo-
sin (Praz) als selektiver Antagonist fur a;-Adrenozeptoren die durch NA vermit-
telte Erhdhung des [Ca?'];, zu unterdriicken vermochte. In der Gruppe der Neu-
rone konnte die durch NA (10° M/L) induzierte Erhéhung der 340 /380 nm

Fluoreszenz Ratio um 0,18 + 0,02 in der nachfolgenden Stimulationsperiode mit

173



3 Ergebnisse

NA in Gegenwart von Prazosin (107 M/L) signifikant (2p < 0,01) auf 0,02 + 0,01
reduziert werden. Die nach der Prazosin-Superfusion erfolgende post-experi-
mentelle Stimulation mit NA fuhrte zu einer durch die erste NA-Applikation ver-
gleichbaren Anderung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio von 0,11 + 0,04
(Abb. 77). Ein Beispiel des durch Prazosin inhibierten, NA-induzierten Calcium-

signals bei MnPO-Neuronen ist in Abb. 78 dargestellt.

In der Gruppe der Astrozyten bedingte die erste Superfusionsstimulation mit
10° M/L NA eine Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio um 0,18 + 0,02.
Unter dem Einfluss von Prazosin erfolgte die hochsignifikante (2p < 0,001) und
nahezu vollstandige Reduktion des Calciumsignals auf Werte von 0,009 + 0,001
Ratio-Einheiten (Abb. 79). Wie bei den Neuronen war es auch bei den Astro-
zyten moglich, nach Rezeptorblockade eine post-experimentelle, erneute, NA-
bedingte Induktion des intrazellularen Calciumsignals auszulésen, welches sich

in einer 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio Anderung von 0,09 + 0,01 manife-
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Abb. 77: Superfusionsstimulation der MnPO-Primarkultur mit Noradrenalin
wahrend Blockade der a;-Adrenozeptoren : neuronale Antworten

Neurogliale, Fura-2 beladene Priméarkulturen des MnPO wurden sequentiell mit Norad-
renalin (NA; 10° M/L) alleine, NA in Gegenwart des a;-Antagonisten Prazosin (Praz;
107 M/L) und wiederum alleine NA (10° M/L) durch Superfusion fiir jeweils drei min
stimuliert. Gezeigt ist die gemittelte Erhdhung der intrazellularen Calciumkonzentration
([Ca*'],), bestimmt als Anderung der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio, jeweils mit SEM
(n = 3). Mit Sternchen (*) gekennzeichnete Daten weisen auf signifikante Unterschiede
im Vergleich zum ersten, mit (*) gekennzeichnete Daten auf signifikante Unterschiede
zum zweiten NA-Stimulus hin. GemalR des nicht-parametrischen Mann-Whitney U
Rangtests: (** * 2p < 0,01).
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Abb. 78: Superfusionsstimulation der MnPO-Primarkultur mit Noradrenalin

wahrend Blockade der a;-Adrenozeptoren : exemplarische neuronale
Antwort

Eine neurogliale, Fura-2 beladene Primarkultur des MnPO wurde sequentiell mit Nor-
adrenalin (NA; 10° M/L) alleine, NA in Gegenwart des a;-Antagonisten Prazosin (Praz;
107 M/L) und wiederum NA (10° M/L) durch Superfusion fiir jeweils drei min stimuliert.
Gezeigt ist der zeitliche Verlauf der durch Ratio Imaging charakterisierten intrazellu-
laren Calciumkonzentration ([Ca®'];,) eines MnPO-Neurons, dargestellt als Anderung
der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio.

stierte. Im Vergleich zur ersten NA-Stimulation war diese signifikant (2p < 0,01),
im Vergleich zur Ratio-Anderung unter Prazosin hochsignifikant (2p < 0,001)
verschieden. Ein Beispiel des durch Prazosin inhibierten, NA-induzierten
Calciumsignals bei MnPO-Astrozyten ist in Abb. 80 dargestellt.

Die durch Noradrenalin hervorgerufene, markante Stimulation des intrazellu-
laren Calcium-Signaltransduktionswegs konnte fir Neurone bzw. Astrozyten der
MnPO-Primarkultur somit in etwa 25 % (N) bzw 16 % (A) der Zellen ebenso
durch den aj;-Agonisten Phenylephrin induziert werden. Die potente Hemmung
der noradrenergen Stimulation durch den a;-spezifischen Antagonisten Prazo-
sin in nahezu allen darauf getesteten NA-responsiven Zellen (n =3-6) unter-
stutzt die offensichtlich maf3gebliche Beteiligung des a;-Adrenozeptors an den

erhaltenen NAergen, zellularen Antworten.
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Abb. 79:  Superfusionsstimulation der MnPO-Primarkultur mit Noradrenalin
wéhrend Blockade der a;-Adrenozeptoren : astrozytare Antworten

Neurogliale, Fura-2 beladene Primérkulturen des MnPO wurden sequentiell mit Norad-
renalin (NA; 10° M/L) alleine, NA in Gegenwart des al-Antagonisten Prazosin (Praz;
107 M/L) und wiederum alleine NA (10° M/L) durch Superfusion fiir jeweils drei min
stimuliert. Gezeigt ist die gemittelte Erhdhung der intrazellularen Calciumkonzentration
([Ca®"],), bestimmt als Anderung der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio, jeweils mit SEM
(n = 6). Mit Sternchen (*) gekennzeichnete Daten weisen auf signifikante Unterschiede
im Vergleich zum ersten, mit (*) gekennzeichnete Daten auf signifikante Unterschiede
zum zweiten NA-Stimulus hin. GemalR des nicht-parametrischen Mann-Whitney U
Rangtests: (** 2p < 0,01; *** ®# 25 < 0,001).

Die durch Superfusion der MnPO-Primarkultur mit NA (10° M/L) induzierten
neuronalen Calciumsignale erwiesen sich in erster Linie dem Reaktionstyp B
zugehdrig (49 %), wahrend auf den Typ C 27 % entfielen und 15 % der NA-
responsiven Neurone die fur Typ D typischen Oszillation der intrazelluléaren
Calciumkonzentration zeigten (Abb. 81). Im Vergleich zu den durch angio-
tensinerge Stimulation hervorgerufenen Calciumsignalen konnte in der Gruppe
der NA-responsiven Neurone ein viertes Reaktionsmuster beobachtet werden.
Dabei folgte bei 8 — 9 % der MnPO-Neurone auf einen raschen, spikeférmigen
Anstieg der [Ca®"];, die Bildung einer bis zu sechs min anhaltenden Plateau-
phase mit anschlieendem Abfall auf den Basalwert (Typ A) (Abb. 81). Nach
Superfusion mit Phenylephrin ergab sich eine zur NA-Stimulation differente
Haufigkeitsverteilung der Muster A — D. So konnte Typ A gar nicht nachgewie-
sen werden, wahrend die Typen B und C in 39 respektive 56 % der PHE-
responsiven Neurone demonstriert werden konnten. Etwa 5 % der Neurone

zeigten eine Oszillation des Calciumsignals gemaf3 Muster D. Diese Diskrepanz
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Abb. 80: Superfusionsstimulation der MnPO-Priméarkultur mit Noradrenalin
wahrend Blockade der al-Adrenozeptoren : exemplarische astrozy-
tare Antwort

Eine neurogliale, Fura-2 beladene Primarkultur des MnPO wurde sequentiell mit Nor-
adrenalin (NA; 10° M/L) alleine, NA in Gegenwart des a;-Antagonisten Prazosin (Praz;
107" M/L) und wiederum NA (10°® M/L) durch Superfusion fiir jeweils drei min stimuliert.
Gezeigt ist der zeitliche Verlauf der durch Ratio Imaging charakterisierten intrazellu-
laren Calciumkonzentration ([Ca?'];,) eines MnPO-Astrozyten, dargestellt als Anderung
der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio.

A ratio 340/380 nm

Typ A Typ B Typ C Typ D

Abb 81: Muster der durch Stimulation mit Angll, Noradrenalin und Phenyl-
ephrin induzierten zelluldren Calciumsignale

Typ A: Plateauférmiges Calciumsignal, bei welchem dem Anstieg nach Absinken
auf ein niedrigeres Niveau eine langere Plateauphase folgt

Typ B: Spikeformiges Signal, bei welchem dem raschen Anstieg eine stetige
Abnahme des Calciumsignals bis auf den Basalwert folgt

Typ C: Spikeférmiges Calciumsignal, bei welchem dem raschen Anstieg ein
ebenso schneller Abfall des Calciumsignals auf den Basalwert folgt

Typ D: Oszillierende Calciumsignale
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war jedoch darauf zurlickzufuihren, dass lediglich 18 % aller durch NA aktivier-
baren MnPO-Neuronen offensichtlich einen funktionellen al-Rezeptor expri-
mierten; bei diesen Zellen induzierten NA und PHE Calciumsignale mit ver-
gleichbarem Muster (Abb. 73).

Wahrend in der Gruppe der NA-responsiven Neurone der MnPO-Primarkultur
lediglich eine geringe Anzahl dem Reaktionsmuster des Typs A zuzuordnen
waren, reagierten in der Gruppe der NA-responsiven Astrozyten 73 % mit
diesem Reaktionstyp (Abb. 81). Mdglicherweise liegt diesem Antworttyp ein
sequentieller bzw. tberlagerter Einstrom von Calcium aus dem Extrazellulér-
raum und Ausstrom aus intrazellularen Speichern in das Zytosol zugrunde
(Nilsson et al.,, 1991; Shao & McCarthy, 1993). Etwa 20 % der Astrozyten
zeigten spikeférmige Signale mit Anstieg und Abfall der [Ca®'];, innerhalb weni-
ger Sekunden vom Typ C, wahrend lediglich jeweils 2 — 4 Prozent der Astro-
zyten auf die Muster B und D entfielen. Vergleichbar zur Situation bei den
Neuronen der MnPO Primérkultur fuhrte die Einteilung der durch Superfusions-
stimulation mit PHE bedingten Reaktionsmuster zu deutlichen Unterschieden.
So resultierte bei 56 % der Astrozyten durch Stimulation mit PHE ein Calcium-
signal nach Typ C, 26 % waren dem Muster vom Typ A und 18 % dem Typ D
zuzuordnen. Wie schon fur die Neurone angedeutet, ergab sich fur die Popu-
lation der sowohl NA- als auch PHE-responsiven Zellen aber eine Ubereinstim-
mende Musterverteilung nach Superfusionsstimulation mit NA bzw. PHE. Der
Unterschied zwischen der Musterverteilung bei Zellen mit induzierbarem Cal-
ciumsignal alleinig nach Applikation von Noradrenalin und solchen nach
Noadrenalin sowie Phenylephrin deutet daraufhin, dass in ersteren durch NA
neben den a;-Adrenozeptoren auch B-Adrenozeptoren und / oder postsynapti-

sche a,-Adrenozeptoren aktiviert wurden.

3.4.3.2. Immunzytochemischer Nachweis des a;-Adrenozeptors in
MnPO-Zellen

Mittels der in Kap. 2.4.5 beschriebenen indirekten Immunfluoreszenz gelang im
Rahmen dieser Arbeit der immunhistologische und -zytologische Nachweis der

a-Adrenozeptor Expression im MnPO sowohl im Gewebeschnitt als auch in der
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3 Ergebnisse

primaren Zellkultur. Bei moderater Immunreaktion im Bereich des aMnPO
konnte eine hohe Dichte immunreaktivier Zellen, Zellauslaufer und Punctata fur
den dMnPO sowie den zwischen drittem Hirnventrikel und Commissura anterior
lokalisierten vMnPO demonstriert werden (Abb. 82). Ein fur den a;-Adrenozep-
tor spezifisches, immunhistologisches Signal wurde dariber hinaus fur beide
Strukturkomponenten des OVLT verifiziert, wobei eine markante Expression
des Rezeptors vor allem fur dessen vaskularen Anteil aufgezeigt werden konnte
(Abb 82). Eine Co-Lokalisation des immunreaktiven Signals mit spezifischen
Markerproteinen flr den Nachweis etwa von markierten Neuronen, Astrozyten
oder anderen Gliazelltypen wurde im Gehirnschnitt nicht durchgefihrt, wohl
aber in der neuroglialen Pimarkultur des MnPO (Abb. 83).

-
-
Abb. 82: Immunhistochemischer Nachweis der a;-Adrenozeptor Expression im

Bereich des MnPO

Die Darstellung des al-adrenergen Rezeptorproteins in Zellen des MnPO sowie des
OVLT erfolgte immunhistochemisch im coronalen Gehirnschnitt (40 um) mittels
kombinierter indirekter Immunfluoreszenz, unter Verwendung eines spezifischen
polyklonalen rabbit- anti-a;-Adrenoceptor (1:500) Antiserums und des Fluorophor-
gekoppelter sekundaren Antikérpers Cy3™-donkey-anti-rabbit 1gG (1:800).

(A) OVLT, (B) aMnPO, (C) dMnPO, (D) vMnPO

Balken entspricht 100 um
179
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In der Zellkultur konnte durch die Kombination mit zellspezifischen Markern, wie
MAP2a+b fur Neurone und GFAP fir Astrozyten, die Expression des qj-

Adrenozeptors in beiden genannten Zelltypen dargestellt werden (Abb. 83).

-.
A
B

Abb. 83: Immunzytochemischer Nachweis des «a;-Adrenozeptors in der
priméaren Zellkultur des MnPO

Bildfolge A zeigt den immunzytochemischen Nachweis des a;-Adrenozeptor in
Neuronen der primaren Zellkultur des MnPO. Das linke Bild zeigt ein durch den
Primarantikbrper monoclonal mouse-anti-MAP 2a+b (1:600) und Sekundarantiktrper
Alexa®488- donkey-anti-mouse 1gG (1:800) gekennzeichnetes MnPO-Neuron mit
einem DAPI markierten Zellkern. Das mittlere Bild zeigt den mittels rabbit-anti-a;-
Adrenoceptor (1:500) und Cy3™-donkey-anti-rabbit 1gG (1:800) markierten a;-
Adrenozeptor. Anhand der Uberlagerung im rechten Bild lasst sich deutlich die
Expression dieses Rezoptorsubtyps in einem MnPO-Neuron erkennen.

Bildfolge B zeigt den analogen Nachweis des a;-Adrenozeptor in einem MnPO-
Astrozyten. Der zellcharakteristische Nachweis erfolgte mittels des Primarantikérpers
goat-anti-glial fibrillary acidic protein (1:500) und dem Fluorochrom gekoppelten
Sekundarantikérper Alexa®488- donkey-anti-goat IgG (1: 800)

Balken entspricht 25 um
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3.4.4. Angll responsive, nNOS-exprimierende Neurone in der MnPO-
Primarkultur

Der postexperimentelle Nachweis einer zytosolischen Expression der neuro-
nalen Stickstoffmonoxidsynthase (nNOS) in der MNnPO-Primérkultur ergab, dass
10 - 15 % der Neurone nitrerger Natur waren und folglich NO als volatilen
Neuromodulator benutzten. Um in Analogie zu den Ganztier-physiologischen
Untersuchungen aus Kap. 3.2.3 der Frage nachzugehen, ob osmotische bzw.
Volumenstimuli zu einer Akvierung nitrerger bzw. nicht-nitrerger Neurone des
MnPO fihrten, wurden Fura-2 beladene MnPO-Primérkulturen mit Angll (repréa-
sentiert die osmotische Stimulation) bzw. NA (reprasentiert eine Volumensti-
mulation) superfundiert. Anderungern der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio wur-

den als intrazellulare Calciumsignale aufgezeichnet.

Angll
100+
o\'? 751
i<
4 50
o
o
25 NA
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Abb. 84: Aktivierung nitrerger Neurone der MnPO-Primarkultur

Anteil derjenigen Neurone der MnPO-Primérkultur, welche (1) wahrend Superfusions-
stimulation mit Angiotensin 1l (Angll; 10° M/L) bzw. Noradrenalin (NA; 10° M/L) ein
intrazellulares Calciumsignal aufwiesen und (2) postexperimentell mittels Immun-
zytochemie als nitrerg charakterisiert werden konnten. Daten sind prozentual bezogen
auf die Zahlen der mit dem jeweiligen Neuromodulator getesteten, nNOS immuno-
positiven MnPO-Neurone.

Mittels immunzytochemischer Untersuchungen konnten in insgesamt 5 Zellpra-
rationen 18 nNOS immunpositive Neurone in der primaren Zellkultur hinsichtlich

ihres Antwortverhaltens auf Superfusionsstimulation mit Noradrenalin bzw.
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Angiotensin Il charakterisiert werden. Dabei konnte ermittelt werden, dass alle
11 in Kap. 3.4.1 als Angll -responsiv charakterisierten Neurone der Gruppe der
NNOS positiven Zellen zuzuordnen waren, wahrend sich lediglich bei acht der
insgesamt 71 NA-responsiven Neurone das nitrerge Transmittersystem nach-
weisen liel3 (Abb. 84). Zwei der untersuchten nitrergen Neurone zeigten ein
intrazellulares Calciumsignal sowohl nach Aktivierung mit Angll als auch NA.
Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass (1) Angll ausschlief3lich nitrerge Neuro-
ne des MnPO aktivierte, und (2) NA in lediglich einer kleinen Population nitrer-
ger Neurone ein intrazellulares Calciumsignal induzieren konnte, wobei diese
NA-reaktiven Neurone mdoglicherweise einer zur Angll-responsiven Gruppe
unterschiedlichen Zellpopulation zuzurechnen ist. Diese Hypothese wird durch
die morphologische Beobachtung gestitzt, dass nitrerge Angll-responsive
Neurone ausschlie3lich der morphologischen Gruppe bipolarer Neuronentypen
zuzuordnen waren, wahrend es sich bei den nitrergen NA-responsiven Neuro-

nen der MnPO-Priméarkultur ausschlie3lich um multipolare Neurone handelte.

Abb. 85: Immunzytochemischer Nachweis nitrerger Neurone in der MnPO-
Primarkultur

Die Expression des Stickstoffmonoxid (NO) generienden Enzyms nNOS in der
primaren Zellkultur zeigt die immunzytochemische Charakterisierung MnPO-intrin-
sischer Neurone in der MnPO-Primarkultur durch Verwendung des Primarantikérpers
monoclonal mouse-anti-MAP 2a+b (1:600) und des Sekundarantikorpers Alexa®488-
donkey-anti-mouse IgG (1:800) (A) sowie die Co-Lokalisation des zytoplasmatischen
Nachweis der nNOS mittels des Priméarantikorpers rabbit-anti-nNOS (1:1000) und des
Sekundérantikérper Cy3™-donkey-anti-rabbit IgG (1:800) (B).

(C) stellt eine Uberlagerung von A und B dar. Die weiRen Pfeile weisen auf MAP
2a+b/nNOS-positive Neurone.

Balken entspricht 10 um

182



4 Diskussion

4. Diskussion

4.1. Neuronale Aktivierung in MnPO-Substrukturen nach War-

meexposition, Dehydrierung und Hypovolamie

Eine Vielzahl experimenteller in vivo und in vitro Untersuchungsmethoden wie
stereotaktische L&sionsstudien, elektrophysiologische Ableitungen an vitalen
Gehirnschnitten und (virale) neuronale Tracingstudien zeigten eine teilweise
kongruente, teilweise unterschiedliche Verteilung aktivierter hypothalamischer
Neurone, die in das thermo-, osmo- und Volumen-regulatorische Netzwerk der
Saugetiere eingebunden sind. In den letzten Jahren bediente man sich zusatz-
lich des Nachweises der Expression und nuklearen Translokation intrazellularer
Transkriptionsfaktoren wie z.B. Fos, Jun oder Crox als Marker fur die
Charakterisierung neuronaler Aktivierung (Morgan & Curran, 1989; Sagar et al.,
1988). Der histochemische Nachweis dieser ,immediate-early genes* dient(e)
zur Aufklarung der Zytoarchitektur des hypothalamischen Kontrollsystems der

Osmo- und Thermoregulation (Rowland, 1998).

Um die differentielle Verteilung aktivierter Neurone in hypothalamischen Struk-
turen wie dem MnPO als wichtiger Relais-Station fur afferente thermische,
osmotische bzw. Volumensignale untersuchen zu kdnnen, mussten fur die
Beeinflussung der jeweiligen Regelkreise moglichst ideale Stimulationsbedin-
gungen ermittelt werden. So fuhrte der 24-stiindige Entzug des Trinkwassers
bei signifikanter Erh6hung der Plasmaosmolalitat lediglich zu einer marginalen
Reduktion des EZF-Volumens bei unveranderter Koérpertemperatur und deren
circadianen Rhythmik. Milde Warmeexposition (30°C) der Versuchstiere fur
zwei Tage mit Zugang zu Trinkwasser bedingte eine Zunahme der KT bei nahe-
zu unveranderten Parametern der EZF. Die hyperonkotische i.p. Behandlung
mit PEG schlie3lich verusachte eine markante Zunahme des Hkt-Wertes, wie
schon von Ueta et al. (1998) beschrieben, bei unveranderter Plasmaosmolalitéat
und auch KT.

Anders als diese ,reinen* Stimulationsbedingungen fir die jeweilige Aktivierung
des osmo-, thermo- und Volumenregulatorischen Systems flihrte die 48-stindi-
ge Exposition einer RT von 33°C hingegen zu einer signifikanten Erhohung der
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Plasmatonizitat, einer Reduktion des EZF Volumens sowie einem signifikanten
Anstieg der KT mit partiellem Verlust der circadianen Rhythmik fur KT, lokomo-
torische Aktivitat und Trinkverhalten. Dies steht im Kontrast zu durchgefiihrten
Studien von Patronas et al. (1998) an Sabra-Ratten, bei denen eine vergleich-
bare Warmeexposition zu keiner Veranderung der Plasmaosmolalitat, des Blut-
volumens sowie der Plasmakonzentrationen relevanter Hormone wie AVP- und
Angll fuhrte. Lediglich die KT und die diurnale Trinkwasseraufnahme zeigten
sich erhoht. Eine mdgliche Erklarung fur diese Diskrepanz liegt in der Wahl der
Versuchtiere. Patronas et al. (1998) und Horowitz et al. (1999) verwendeten
Ratten des hitzetoleranten Sabra-Stammes (Ben-Ishay et al., 1980; Lutsky et
al., 1984), wéahrend in der vorliegenden Untersuchung Wistar-Ratten gewahlt
wurden. Die Sabra-Ratte stellt daher ein geeignetes Tiermodell fur die Erfor-
schung thermoadaptiver Prozesse dar (Horowitz & Meiri, 1985; Horowitz et al.,
1988; Schwimmer et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit gelang es nun, durch die Abgrenzung eindeutig
charakterisierter Stimuli differenzierte neuronale Aktivierungsmuster etwa nach
Dehydratation, intravasaler Hypovolamie oder Warmestimulation zu erzielen.
So fuhrte schon eine geringfiigige Erhdhung der EZF-Tonizitat zu einer spezifi-
schen, ausgepragten Aktivierung von Neuronen in allen drei Substrukturen des
MnPO, bei zentralisierter Lokalisation Fos-immunpositiver Zellen. Die durch
eine milde extrazellulare Dehydratation ausgeloste Expression des c-fos Gens
konnte ebenfalls von zahlreichen Arbeitsgruppen im innerhalb der BHS gelege-
nen MnPO nachgewiesen werden, wie schon in der Einleitung verdeutlicht
(Arnhold et al., 2007; Fenelon et al., 1993; Hamamura et al., 1992; McKinley et
al., 1994; Morien et al., 1999; Sladek & Olschowka, 1994; Santana et al., 2007;
Xu & Herbert, 1996). Eine differenzierte Betrachtung hinsichtlich der Aktivierung
des MnPO durch erhdhte extrazellulare Tonizitat gelang schon frither durch die
Untersuchung der einzelnen Substrukturen des MnPO. So beschrieben McKin-
ley et al. (1994) nach einem 24-stiindigen Wasserentzug eine homogene Fos-
Expression im aMnPO, dMnPO und vMnPO. Auch Patronas et al. (1998) konn-
en bei vergleichbarem Versuchsansatz an Sabra-Ratten keine auffalligen Unter-
schiede in der Aktivierung der Substrukturen des MnPO darstellen. Interessan-

terweise zeigten alle Einheiten des MnPO sowie das OVLT in einer Studie an
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Ratten mit 24-stindigem Trinkwasserentzug und nachfolgender 22-stiindiger
Rehydrierung eine persistierende nukledre Fos- und FosB-Translokation in
zahlreichen Zellen, wohingegen es zu einer vollstandigen Reversion im Bereich
des SON und PVN kam; ein Erklarungsansatz wurde von den Autoren nicht
geboten (Ji et al. , 2004).

Hinsichtlich des aul3erhalb der BHS gelegenen, und mit dem MnPO assozi-
ierten OVLT ergab sich im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen nach 24-
stindiger Dehydrierung eine relativ homogene Verteilung nuklear translozierter
Fos-Signale sowohl in der dorsal cap als auch dem zentralen Anteil des OVLT.
Wahrend im OVLT die maximale Anzahl Fos-positiver Zellen bereits nach 16
Stunden der Stimulation erreicht wurde, schienen Neurone des SFO als weite-
rem sCVO der Lamina terminalis erst spater aktiviert zu werden (Morien et al.,
1999). McKinley und Mitarbeiter (1994) beschrieben fir das OVLT lediglich in
der dorsal cap markierte Neurone, wéhrend die vaskulare, zentrale Zone wei-
testgehend unmarkiert blieb. Eine vergleichbare Verteilung Fos-positiver Zellen
konnte nach systemischer Applikation einer hypertonen NaCl-Lésung fur die
Ratte erzielt werden (Denton et al., 1996). Dehydrierung fiihrte in Strukturen,
die nicht primér an der zentralen Regulation des Salz- und Wasserhaushaltes
beteiligt sind, zu keiner nennenswerten Anderung der Fos-Expression. Wie
auch von Gerstberger et al. (2001) beschrieben, konnte keine Aktivierung ther-
morezeptiver Strukturen wie z.B. des LS, der VMPO, MPA oder LHA verzeich-

net werden.

Nach Induktion einer isotonen, normotensiven Hypovolamie durch hyperonko-
tische PEG-Applikation i.p. lieBen sich vergleichbar hohe Gesamtzahlen Fos-
positiver Zellen sowohl im aMnPO, dMnPO als auch vMnPO identifizieren.
Dabei fanden sich durch PEG-Behandlung aktivierte Zellen vorrangig in medio-
ventralen Zonen aller drei Substrukturen des MnPO, eine dato noch nicht be-
schriebene Verteilung Fos-positiver Neurone. In wenigen, friheren Arbeiten
Uber die Volumen-regulatorische Bedeutung der Lamina terminalis erbrachten
generelle Fos-Analysen nach PEG-Behandlung erste Hinweise auf neuronale
Aktivierung in SFO, OVLT sowie MnPO der Ratte (Han & Rowland, 1995;
Rowland et al., 1996). Die starke Fos-Markierung aller Anteile des MnPO in der
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vorliegenden Arbeit stimmt mit der Annahme Uberein, dass die AV3V Region
und mit ihr der MnPO eine bedeutende rezeptive und integrative Struktur des
Hypothalamus darstellt, welche zentrale neuronale Antworten bei extrazellularer
Hypovolamie koordiniert (Gerstberger et al., 2001; Tanaka et al. , 2003). Die
Reduktion des intravasalen Blutvolumens um 20 - 30 % des Gesamtbluts durch
sequentielle Blutenthnahmen stellte bei Versuchtieren wie der Ratte in zahlrei-
chen Untersuchungen eine géngige Methode zur Erzeugung einer Hypovolamie
dar, verursachte in den meisten Studien jedoch einen signifikanten Abfall des
arteriellen Blutdrucks (Badoer et al., 1992, 1993; Hartley et al., 2004; Krukoff et
al., 1995). Die nachfolgende Induktion des Barorezeptorreflexes war dabei im
Wesentlichen ursachlich an der Aktivierung medullarer, teilweise auch hypotha-
lamischer Neurone des PVN oder SON, nicht jedoch des MnPO, beteiligt. Folg-
lich wurde in diesen Studien ein Aktivierungsmuster vergleichbar dem bei
isovolamischem Blutdruckabfall beschrieben (Dampney & Horiuchi, 2003; Xie et
al., 2000). Wenngleich nicht in der vorliegenden Arbeit selbst nachgewiesen, so
wird die durch PEG hervorgerufene, intravasale Hypovolamie als nicht-hypo-
tensiv beschrieben (Curtis et al., 2002; Rowland et al.,, 1996). In anderen
experimentellen Untersuchungsansatzen zur Klarung neuronaler Aktivierungs-
muster unter Bedingungen einer Hypovolamie wurde an wachen, chronisch
instrumentierten Kaninchen durch das Aufblasen einer Manschette um die Vena
cava eine akut-zentrale Hypovolamie bei unverandertem arteriellen Blutdruck
nachgeahmt. Dies hatte eine ausgepragte Aktivierung von Neuronen aller
Strukturen der Lamina terminalis, also OVLT, SFO und MnPO zur Folge (Potts
et al., 2000).

Smith und Day (1995) beobachteten nach PEG-Induktion einer isotonen, intrav-
asalen Hypovolamie eine homogene Fos-Expression auch fur die sensorischen
CVOs der Lamina terminalis, SFO und OVLT. Fur das OVLT ergab sich in der
vorliegenden Arbeit eine Fokussierung Fos-positiver Neurone im zentralen
Bereich des OVLT, was darauf hinweist, dass die zwei Substrukturen des OVLT
- dorsal cap und zentrale Komponente — unterschiedlich an der Perzeption
.reiner* osmotischer und Volumen-Signale beteiligt sind.
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Warmeexposition bis hin zu Hitzestress, Kalteexposition und pharmakologische
Induktion von Fieber sind experimentelle Moéglichkeiten, um medullare oder
hypothalamische Strukturen und/oder deren Neurotransmittersysteme im Rah-
men der zentralen Thermoregulation zu untersuchen. So konnte eine Zunahme
zellularer Aktivierung um das 5-10 fache in thermoresponsiven sowie —perzep-
tiven Kerngebieten wie MPA, VMPO, LHA und auch MnPO nach 48-stiindiger
Warmeexposition nachgewiesen werden (Gerstberger et al., 2001). Bei akutem
Hitzestress (2 - 3 h bei 33 — 36°C) zeigte sich eine Fos-Markierung in der MPA,
LPA und dem LS einhergehend mit einem Anstieg der Koérperkerntemperatur.
Dabei schien die antero- und ventromediale MPA als das am starksten mar-
kierte Areal (Kiyohara et al., 1995), wenngleich Scammel et al. (1993) in einem
Satz erwahnen, dass ,der MnPO die dichtest markierte Struktur des Diencepha-
lon darstellte, mit zahlreichen Fos-immunreaktiven Zellkernen ober- und unter-
halb der vorderen Kommissur“. Schon eine kurze Warmeexposition (33 - 37°C)
fur lediglich 30 - 60 min vermochte es, im MnPO des Rattenhypothalamus zahl-
reiche Neurone zu aktivieren (Bachtell et al., 2003; Bratincsak & Palkovits,
2004; Santana et al.,, 2007). In vorangegangenen Studien zeigte sich eine
gleichmafiiige Aktivierung aller drei Substrukturen des MnPO bei langerfristiger
Warmeexposition (Patronas et al., 1998; Scammell et al., 1993). Vergleicht man
dies mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie, so lasst sich ein differen-
Zierteres Verteilungsmuster erkennen. Sowohl bei milder Warmeeinwirkung
(30°C) als auch moderatem Hitzestress (33°C) fir jeweils 48 Stunden ergab
sich eine signifikant starkere Aktivierung des aMnPO im Vergleich mit vMnPO
und dMnPO. Im Bereich des dMnPO zeigten vor allem Neurone in dessen late-
ralen Zonen eine nukleare Fos-Translokation, wahrend Fos-immunpositive Zell-

kerne des vMnPO vermehrt ventrikelnah lokalisiert waren.

Auf Ebene der CVOs wiesen Patronas et al. (1998) bei Sabra-Ratten lediglich
eine moderate Aktivierung der dorsal cap des OVLT nach. Bei der in der
vorliegenden Arbeit eingesetzten Wistar-Ratte mit reduzierter Hitzetoleranz
hingegen fuhrten sowohl milde Warmeexposition als auch Hitzestress zu einer
deutlichen Aktivierung von Neuronen der dorsal cap des OVLT. Die bei der
hitzegestressten Versuchstiergruppe zusatzlich verzeichnete, nukledre Fos-

Translokation in der zentralen OVLT-Zone war offensichtlich auf die mit der
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Thermostimulation einhergehende Hyperosmolalitdt der EZF bei gleichzeitiger
intravasaler Hypovolamie zuriickzufihren. Andere Arbeitsgruppen konnte nach
zweitagiger Warmeeinwirkung keine Fos-Expression in den sensorischen CVOs
(OVLT und SFO) demonstrieren (Kiyohara et al., 1995; Scammell et al., 1993).

4.2. Aktivierung nitrerger Neurone in den Substrukturen des
MnPO nach Warmeexposition, Dehydrierung und Hypovo-
lamie

Da die Neurone der sCVOs der Lamina terminalis und der magnozellularen

Kerngebiete des PVN und SON hauptsachlich durch osmotische und Volumen-

stimuli, die Neurone der POA, des MnPO und der LHA durch thermische Reize

aktiviert werden, stellt sich die Frage nach den an Perzeption und Interaktion
beider Regelsysteme vor allem im MnPO beteiligten Neurotransmittersystemen.

Dabei scheint gesichert, dass neuronal synthetisiertes NO eine wichtige Rolle

als volatiler Neuromodulator im Rahmen der zentralen Osmo- und Thermoregu-

lation spielt (Gerstberger, 1999; Gerstberger et al., 2001; Ventura et al., 2002).

Neuronale NOS als Schlisselenzym der NO-Biosynthese wird in allen an der

Perzeption sowie Verarbeitung osmo- sowie thermoregulatorischer Signale

beteiligten Kerngebieten des Hypothalamus exprimiert (Bhat et al., 1995; Iwase

et al., 1998;Jurzak et al., 1994; Krukoff, 1999; Liu et al., 1998; Maqgbool, 1995;

Rodrigo et al., 1994). Dies konnte durch die aktuellen immunhistochemischen

Untersuchungen reproduziert werden; so erwiesen sich zahlreiche Neurone des

OVLT, SFO, MnPO, PVN und SON, sowie der POA und LHA als nitrerg.

Mehrere Autorengruppen haben die mdgliche up- oder down-Regulation der im
Wesentlichen konstitutiv exprimierten nNOS durch Stimulation des thermo-
osmo- oder Volumen-regulatorischen Regelkreises experimentell untersucht. In
der vorliegenden Arbeit erfolgte somit unter den Versuchsbedingungen erhohter
Umgebungstemperatur, extrazellularer Deyhdratation oder isotoner, intravasaler
Hypovolamie eine quantitative Erfassung nNOS-immunpositiver Neurone in
MnPO und OVLT. Wie auch von Patronas et al. (1998) anhand eines enzym-
histochemischen Nachweises der nNOS-intrinsischen NADPH-Diaphorase

Aktivitat fir die Sabra-Ratte publiziert, ergab sich fir keine der drei Substruk-
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turen des MnPO sowie des OVLT eine stimulationsbedingte Beeinflussung der
Anzahl nNOS-positiver Zellen. Auf der andere Seite bewirkte sowohl Wé&rme-
expositon als auch Dehydratation der EZF bei Sabra-Ratten sowohl eine
signifikant verstarkte NADPH-Diaphorase Aktivitat im Bereich des gesamten
MnPO, als auch Bindung des Radioliganden [°H]Nitro-L-Arginin als funktionelles
Mald fur eine gesteigerte Enzymaktivitat (Gerstberger et al., 2001). Zusatzlich
war dies fur PVN und SFO bei osmotischer, VMPO und MPA bei thermischer
Stimulation nachweisbar. Unter Bedingungen einer ausgepragten Dehydratation
der EZF bzw. akuter oder chronischer oraler Salzaufnahme konnte damit tber-
einstimmend ein Anstieg in der Expression und Translation der nNOS-spezifi-
schen mMRNA in den magnozellularen Kerngebieten sowie dem aMnPO des
Hypothalamus demonstriert werden (Ciriello et al., 1996; Kadowaki et al., 1994;
Villar et al.,, 1994), wobei in diesen Studien auch die reine Anzahl NADPH-
Diaphorase positiver Neurone im PVN, SON, MnPO und den beiden
sensorischen CVOs der Lamina terminalis zunahm (Ciriello et al., 1996; Ueta et
al., 1995). Im OVLT ergab sich ein Anstieg der NADPH-Diaphorase Aktivitat vor

allem in der zentralen, vaskularen Komponente (Ciriello et al., 1996).

Osmo- und thermoregulatorische Stimuli induzieren somit ein spezifisches
Verteilungsmuster von nuklear lokalisierten Fos-Signalen und erhdhter nNOS-
Aktivitdt in osmo- und thermoregulatorischen Strukturen des Hypothalamus.
Dies bedingt, dass die neuronale Aktivierung mit Veranderungen der nNOS-
Aktivitat assoziiert ist. Kombinierte NADPH-Diaphorase- und Fos-Immunzyto-
chemie dienten zur Identifizierung aktivierter nitrerger Neurone (Krukoff &
Khalili, 1997). Im Rahmen des kombinierten Nachweises von nNOS und Fos
mittels indirekter Immunfluoreszenz in dieser Arbeit zeigten sich deutliche
Unterschiede zwischen thermischer und osmotischer bzw. Volumen-Stimulation
sowohl im MnPO als auch im OVLT. Nach Warmeexposition und Hitzestress
konnte lediglich im aMnPO eine signifikante Zahl aktivierter Neurone der
Population nitrerger Neurone zugeordnet werden, was wiederum fur eine
besondere Bedeutung des aMnPO bei der Perzeption thermischer Signale und
die Involvierung von NO spricht. Anders stellte sich das nitrerge Aktivierungs-
muster nach 24-stindiger Dehydrierung und Volumendepletion dar. In allen drei
Substrukturen des MnPO konnten zwischen 17 - 26% der Fos-exprimierenden
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Zellen nach Dehydrierung und 5-10 % nach Volumendepletion als nitrerge
Neurone identifiziert werden. Ahnlich verhielt es sich beim OVLT. Bei 50 % der
aktivierten Zellen konnte nach Volumendepletion nNOS immunhistochemisch
nachgewiesen werden. Auffallig war die fast ausschlief3lich zentralisierte Lokali-
sation der doppelt-markierten Neurone im vaskularisierten Teil des OVLT. Nach
24-stundiger Dehydrierung konnten 24 % der aktivierten Neurone der nitrergen
Neuronenpopulation zugeordnet werden. Dies spricht fur eine herausragende
Bedeutung des nitrergen Transmittersystems v.a. in der Perzeption und/oder
Verarbeitung osmo- und Volumen-relevanter Signale in MnPO und OVLT.
Diese Ergebnisse decken sich mit denen vorausgegangener Studien. Nach
Trinkwasserentzug mit oder ohne kombinierter Warmeexposition wurde Fos in
40 % bzw. 30 % der nitrergen Neurone des OVLT respektive SFO bei Sabra-
Ratten nuklear transloziert. Insgesamt 15 % der MnPO-intrinsischen nitrergen
Neurone zeigten eine Co-Lokalisation mit dem Fos-Protein (Gerstberger et al.,
2001). Eine hohe Co-Expression von bis zu 60 % konnte in den magnozellu-
laren Neuronen des PVN und SON nachgewiesen werden (Ying et al., 1996).
Die Bedeutung spezifischer Aktivierung nitrerger Neurone fir die zentrale
Kontrolle der EZF-Homdoostase bzw. des Kreislaufsystems zeigte sich in der
Fos-Expression in 30 - 50 % aller nitrergen Neurone des parvo- und magnozel-
lularen PVN, und zu einem geringeren Anteil des SON, SFO und MnPO nach
Blutverlust- oder Nitroprussid (NO-Donor) -induzierter Hypotension (Petrov et
al., 1995; Tassorelli & Joseph, 1995). Vor allem die Fos-Induktion in nitrergen
PVN-intrinsischen Neuronen mit Projektionen zum NTS oder der kaudalen
ventrolateralen Medulla charakterisierten NO als wichtigen Modulator des
hypothalamo-medullaren Kontrollsystems im Rahmen der kardiovaskularen
Homoostase (Krukoff & Khalili, 1997).

Auch die moderate Aktivierung nitrerger Neurone nach thermischer Stimulation
in der vorliegenden Arbeit stimmt mit den Ergebnissen vorangegangener Unter-
suchungen Uberein, bei denen weniger als 8 % aller nNOS exprimierenden
Zellen der MPA bzw. VMPO und weniger als 3 % aller nitrergen Neurone
anderer hypothalamischer Strukturen eine Fos-Expression aufwiesen (Gerst-
berger et al., 2001). Nach thermischer Stimulation lie3 sich somit zwar nur eine

marginale Co-Lokalisation nNOS- und Fos-immunpositiver Markierung im
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Zytosol (NNOS) sowie Kern (Fos) MnPO-intrinsischer Neurone aufzeigen; in
vielen Fallen lag jedoch eine eindeutige Co-Distribution von nNOS und Fos vor.
So konnten nach Warmeexposition Fos-exprimierende Neurone sowohl im
MnPO als auch im MPA-VMPO Komplex haufig in direkter ,Nachbarschaft* zu
nitrergen Neuronen markiert werden. Dies fuhrt zu der Hypothese, dass ther-
misch induziertes NO zu einer Fos-Expression (= Aktiviering) umliegender Zel-
len fuhrte. Mikroskopische Untersuchungen beschreiben netzartige nitrerge
Nervenfasergeflechte in direktem Kontakt zu Fos-positiven, MnPO-intrinsischen

Neuronen nach Warmeexposition (Gerstberger et al. , 2001).

4.3. Aktivierung nitrerger Neurone nach Dehydrierung in den
Substrukturen des MnPO mit efferenter neuraler Projektion
in den pPVN

Aus den bisher erzielten Ergebnissen resultierte die Frage, ob und - wenn ja -
wieviele der aktivierten (nicht-)nitrergen Neurone im OVLT und vor allem in den
Substrukturen des MnPO efferente Projektionsbahnen zum parvozellularen
Anteil des PVN aufweisen. Der pPVN reprasentiert das wichtigste Kerngebiet
des Hypothalamus fiir die Interaktion afferenter Informationen im Rahmen der
Kontrolle mehrerer homdoostatischer Systeme etwa zur Konstanthaltung von
Korpertemperatur, Salz- und Wasserhaushalt, Futteraufnahme, circadianer
Rhythmik oder Schlaf. Dato liegen bezlglich dieser Projektionsbahnen nur
limitierte Informationen vor (Stocker & Toney, 2005), wohingegen Uber efferente
Verbindungen des MnPO zum PVN allgemein zahlreiche Verdffentlichungen
existieren (Dzau et al., 1986; Saper & Levinsohn, 1983; Stocker & Toney, 2005;
Tanaka, 2002; Ushakov et al., 2006).

Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit die stereotaktische Tracer-Technik
eingesetzt, um neuronale Konnektivitdten speziell vom MnPO zum pPVN zu
untersuchen. Als retrograd wandernder, in den pPVN applizierter neuronaler
Tracer reichert sich der in dieser Arbeit benutze, fluoreszierende, divalent
kationische Farbstoff True blue (TB) im Zytoplasma des jeweiligen Zellkérper an
und verbleit dort, ohne anterograd wieder abtransportiert zu werden (Haase &
Payne, 1990; Wyss et al., 1990). Die fur das Tier untoxische Markierung bleibt
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stabil und behindert weder das normale Wachstum noch die Funktion der
markierten Neurone (Garrett et al., 1991). Welche Form des retrograden Trans-
portes der Tracer TB nutzt, ist zurzeit nicht in allen Einzellheiten bekannt, da TB
sowohl von geschadigten als auch nicht geschadigten Axonendigungen aufge-
nommen wird. Hinweise auf eine transneuronalen Transport des Farbstoffes
existieren nicht (Sawchenko & Swanson, 1981). Um die Effizienz von TB beur-
teilen zu konnen, wurden Vergleichstudien mit anderen Tracersubstanzen
durchgefuhrt. Als Testsystem nutzten Sawchenko et al. (1981) die Projektionen
vom PVN zum Rickenmark. Es zeigte sich, dass nach vergleichbaren Injekt-
ionsmengen in das Ruckenmark in einem genau definierten Gebiet des PVN
prozentual mehr Zellen mit True blue (88 %) markiert waren, als nach
vergleichbaren Injektionen mit Bisbenzimid (58 %) oder Meerrettichperoxidase
(24 %).

Nach Mikroapplikation des retrograden neuronalen Tracers TB in den parvozel-
lularen Anteil des PVN konnte eine Vielzahl von neuronalen Projektionsgebie-
ten mit unterschiedlichen Auspragungen dargestellt werden. Es konnten sowohl
extrahypothalamische Strukturen wie der Cortex piriformis und das Cingulum,
septale Strukturen (HDB, LSI, LSV, VDB etc.), Komponenten der Amygdala
(BSTM, AcbSH etc.) und des Hirnstamms (AP, NTS), als auch hypothala-
mische Kerngebiete der periventrikularen (MnPO, SON), der medialen (MPA,
VMPO etc.) und der lateralen Zone (LHA etc.) sowie sensorische CVOs der
Lamina terminalis (OVLT, SFO) markiert werden. Bei den identifizierten afferen-
ten Projektionen des pPVN handelte es sich um direkte, monosynaptische
Konnektivitaten, da TB im Gegensatz zu viralen Tracern, wie schon erwahnt,
nicht in der Lage ist, Synapsen zu Uberspringen. Diese Ergebnisse decken sich
mit friheren neuroanatomischen Untersuchungen (Kawano & Masuko, 2006;
Sawchenko & Swanson, 1983; Stocker & Toney, 2005; Weiss et al., 1989;
Zardetto-Smith & Johnson, 1995). Die Vielzahl der getracten Kerngebiete
spiegelt die Komplexitat der afferenten Verschaltung auf den pPVN wider, mit
Signalen neurosekretorischer, homdostatischer, emotionaler und rationaler

Relevanz.
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Eine Besonderheit wies vor allem die Auspragung der Markierung von MnPO
und OVLT auf. Im Gegensatz zu den meisten anderen afferenten Projektionen
des pPVN, zeigte sich neben der stark ausgepragten ipsilateralen auch eine
limitierte kontralaterale Markierung projizerender Neurone. Die bisher als
uniforme geltenden Strukturen (MnPO und OVLT) scheinen ebenfalls bilaterale
Projektionen zum pPVN auszubilden. Im Bezug auf den MnPO wurde diese
These von Stocker und Toney (2005) bestétigt. Durch elektrophysiologische
Untersuchungen an in den PVN projizierenden MnPO-Neuronen demonstrierten
die Autoren, dass die 90 % dieser Neurone lediglich unilateral retrograd
erregbar waren, 10 % jedoch bilateral mittels Bildung von Axonkollateralen in
den PVN projizierten. Ahnliche Beobachtungen wurden bei neuronalen Projekt-
ionen des MnPO in den SON gemacht (Renaud, 1993). Weiss & Hatton (1990)
beschrieben ebenfalls, dass einige MnPO-intrinsische Neurone Kollaterale

sowohl in den PVN als auch in den SON entsenden kénnen.

Um bestehende Subpopulationen im OVLT und MnPO genauer im Rahmen der
vorliegenden Arbeit identifizieren zu kdénnen wurden pPVN- mikroapplizierte
Tiere einem 24-stindigen Trinkwasserentzug ausgesetzt und die Fos-
Expression nitrerger MnPO- und OVLT-Neurone mit Projektionen zum pPVN
untersucht. Im aMnPO zeigte sich eine relativ homogene Verteilung. Ebensoviel
nitrerge als auch nicht-nitrerge Neurone wiesen neben der Fos-Expression eine
Markierung durch True blue auf. Dies lasst vermuten, dass ein weiteres
Transmittersystem an der neuralen Kommunikation mit dem pPVN involviert ist.
Neben dem angiotensinergen und noradrenergen konnte in MnPO-intrinsischen
Neuronen mittels immunzytochemischen Untersuchungen und in situ-
Hybridisierung eine Vielzahl von Neurotransmittern oder deren Markern
nachgewiesen werden, wie z.B. Neurotensin, Met-Enkephalin, Substanz P,
GABA (GAD 65 und 67 mRNA), Glutamat (vesikularer Glutamat-Transporter-2
MRNA) und die Cholinacetyltransferase (ChAT) (Grob et al., 2004; Harikai et
al., 2003; Westerhaus, 1999). Der Versuch des kombinierten immunhisto-
chemischen Nachweises von GABA, NA, ChAT oder Glutamat mit Fos im
Rahmen dieser Arbeit fihrte im MnPO zu keinem hinreichenden Erfolg (Daten
daher nicht in der Arbeit enthalten). Im dMnPO zeigte sich ebenfalls eine

gleichmafige Verteilung true blue- markierter nitrerger und nicht-nitrerger
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Neurone, was ebenfalls ein zweites Transmittersystem vermuten lasst. Auffallig
war die relativ hohe Anzahl nitrerger Neurone mit einem true blue-lable. Dies
deutet auf unterschiedliche nitrerge Neuronenpopulation mit efferenten
Projektionen zum pPVN hin, welche in geringerer Anzahl ebenfalls im aMnPO
und in gleicher Anzahl im vMnPO zu beobachten waren. Durch einen rein
osmotischen Stimulus werden diese nitrergen Neurone nicht aktiviert. Da NO
als Neuromodulator/Neurotransmitter in der intrahypothalamische Regulation
des cardiovaskularen Systems fungiert ist es mdglich, dass diese nitrergen
Neuronenpopulation an der zentralen Kontrolle der EZF-Homdstase beteiligt
sind. Im vMnPO fallt ein signifikanter Anstieg der nNOS/Fos/true blue
markierten Neurone auf, welche einem prozentualen Anteil von 60 % der
NNOS/Fos-positiven Neurone entsprach. Hieraus ergibt sich eine besondere
Bedeutung des nitrergen Systems des vMnPO auf die neurosekretorische
Aktivierung des PVN. Ob diese Neurone Kollateralen zum SON besitzen, ware
in weiteren Untersuchungen abzuklaren. Neuroanatomische Studien von
Kawano und Masuko (1993, 2000) fuhrten zu der Annahme, dass Neurone des
aMnPO und dMnPO hauptsachlich zum SFO, die des vMnPO zum PVN
projizieren. Diese These kann von den vorliegenden Ergebnissen nur teilweise
unterstitzt werden. Auffallig ist die hohe Fos-Expression nitrerger Neurone im
aMnPO und dMnPO ohne Projektionen zum pPVN. Unterstellt man diesen
Neuronen potentielle Projektionen zum SFO, besteht die Mdglichkeit, dass
diese Aktivierung durch die Interaktion mit dem angiotensinergen System des
SFO zustande kommt. Die Interaktion des angiotensinergen und nitrergen
Systems in der Lamina terminalis v.a. in der Regulation des Wasser- und
Elektrolythaushaltes ist hinlanglich bekannt (Alm et al., 1997; Krizanova et al.,
2001). Bereits 1984 identifizierten Lindt et al. angiotensinerge Projektionen vom
SFO zum MnPO. So wiesen Guilhaume und Corréa (2001) eine ausgepragte
Kolokalisation der NADPH-Diaphorase und Angll- Bindungsstellen in der
gesamten Lamina terminalis v.a. aber im SFO, OVLT und MnPO nach. Deswei-
teren bewirkten neurale Lasionen des SFO eine Reduktion von MnPO-intrin-
sischen Angll-spezifischen Bindungsstellen um 48 %. Barth & Gerstberger
(1999) registrierten wahrend einer Dehydrierung im SFO eine Up-Regulation
der Angiotensinogen und ATia-Rezeptor mRNA. Weiterhin induziert Angll Uber
AT;-Rezeptoren Fos v.a. im MnPO, SFO und PVN (Herbert et al., 1992; Lebrun
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et al.,, 1995, McKinley et al., 1994, 1995; Rowland et al., 1994). Es ist also
vorstellbar, dass die im Rahmen der osmotischen Stimulation aktivierten
nitrergen Neurone des aMnPO und dMnPO z.B. an der Regulation der ATia-
Rezeptor-Expression des SFO beteiligt sind, oder integrierte osmotische
Informationen an das SFO Ubermitteln. Weiterhin kann die Aktivierung dieser
nitrergen Neurone auch durch MnPO-intrinsische Informationstbermittlung
zwischen den drei MnPO Substrukturen induziert werden. Intrinsische
Konnektivitaten der Substrukturen des MnPO sind bekannt (Uschakov et al.,
2006). Dies wuirde die integrative Funktion des MnPO als Relais-Station des
Hypothalamus deutlich hervorheben. Die These, dass v.a. der vMnPO in den
pPVN projiziert kann nicht untersttitzt werden. Anhand der Zahl der true blue-
positiven Neurone in den Substrukturen des MnPO I&sst sich eine gleich
verteilte Intensitdt der projizierenden Neurone feststellen. Im OVLT wiesen
lediglich 1,4 % der TB-positiven Neurone eine Kolokalisation mit nNos und Fos
auf, weshalb vermutet werden muss, dass dem nitrergen System im Hinblick
auf die neuronale Kommunikation mit dem pPVN im Rahmen der

Osmoregulation keine maRRgebliche Bedeutung zuzuweisen ist.

4.4, Calciumabhéngige intrazellulare Signaltransduktion durch

Angll und NA in Neuronen/Astrozyten des MnPO

44.1. Calcium als intrazellularer Botenstoff

Calcium hat fur die unterschiedlichsten Kdrperfunktionen eine herausragende
biologische Bedeutung. So ist es unter anderem essentiell fiur die
Muskelkontraktion, die Zellteilung, den Zilienschlag sowie die Knochenbildung.
Damit Calcium als intrazellularer Botenstoff agieren kann, bedarf es einer nied-
rigen Ca®*-Konzentration im Zytosol der Zelle, welche in jeder Zelle bei < 10~
M/L, wogegen die Konzentration in der Extrazellularflissigkeit, im endoplasma-
tischen Retikulum (ER), im Zellkern und in den Mitochondrien bei = 10 M/L
liegt (Grynkiewicz et al., 1985). Somit besteht ein deutlicher Konzentrations-
gradient zwischen dem Extra- und Intrazellularraum einerseits, und dem Zytosol
und den intrazellularen Kompartimenten ER, Zellkern und Mitochondrien

andererseits (Johnson, 2001). Extrazellulares Calcium kann lber spannungs-
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und rezeptoranhangige Kandle ins Zytosol gelangen. In Nervenzellen fuhrt eine
durch ein  Aktionspotential induzierte Depolarisation zur  Offnung
spannungsabhangiger Calciumkanale in der Zellmembran. Es kommt zu einem
Calcium-Einstrom in die Nervenendigung, welcher die Sekretion von
Neurotransmittern initiiert. Rezeptorabhangige Kanale kdnnen entweder direkt
tber einen Liganden (ligandengesteuerter Ca**-Kanal), oder indirekt tiber eine
2"messenger Kaskade nach Aktivierung eines G-Protein- gekoppelten
Rezeptors (GPCR) (Lammers, 2003). GPCR konnen auRerdem uber den 2"-
messenger Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) eine Freisetzung von Calcium aus
dem ER bewirken. Hierbei bindet ein Ligand an einen GPCR, welcher dann die
Phospholipase C-3 aktiviert. Dieses Enzym spaltet Phosphatidylinositol-4,5-
biphosphat (PIP2) zu IP3 und Diacylglycerol (DAG). Durch IP3; wird die
Rezeptoraktivierung an die Calciumfreisetzung aus dem ER gekoppelt, da IP3
an Calciumkanéle der ER-Membran bindet und somit Calcium freisetzt. Der
zytosolische Calciumanstieg und DAG aktivieren eine calciumabhangige
Proteinkinase C (PKC), welche Proteine der Zielzelle (z.B. lonenkanéle)
phophoryliert (Johnson, 2001). IPs-vermittelte Calcium-Rekrutierung aus dem
ER kann auch nach Aktivierung einer Rezeptor-Tyrosin-Kinase erfolgen
(Lammers, 2003). Um den Calcium-Konzentrationsgradienten ruhender Zellen
aufrechtzuerhalten verfligt die Zelle Uber verschiedene Mechanismen. In allen
eukaryotischen Zellen befinden sich Ca®*-ATPasen in der Zellmembran, welche
Calcium aus der Zelle pumpen. Nerven- und Muskelzellen exprimieren einen
zusétzlichen Na*/Ca?*-Austauscher, welcher den Ca®" - Efflux an einen Na'-
Influx koppelt. Eine Ca®*-ATPase in der Membran des ER erméglicht die
Aufnahme groRer Ca?*-Mengen aus dem Zytosol entgegen des hohen

Konzentrationsgradienten.

4.4.2. Angll induzierte Calciumsignale

Hinsichtlich  der hypothalamischen  Kontrolle des  Elektrolyt- und
Wasserhaushaltes stellt Angll als eine biologisch aktive Komponente des RAS
das am besten untersuchte Hormon bzw. Neuropeptid dar. Zirkulierendes Angll
fuhrt nach Interaktion mit den in der Lamina terminalis lokalisierten

sensorischen CVOs SFO und OVLT uber zum Teil angiotensinerge Efferenzen
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zum MnPO letztendlich zur Konstanthaltung des Volumens als auch der
Osmolalitat des extrazellularen Flussigkeitskompartiments (Reid, 1984). In den
Kerngebieten der Lamina terminalis wurden angiotensinerge Rezeptoren mit
Hilfe autoradiographischer (Bai and Renaud, 1998; Shigematsu et al., 1986;
Plunkett et al., 1987; Tsutsumi et al., 1991; Tsutsumi and Saavedra, 1992;) und
elektrophysiologischer (Ferguson, 1988; Ferguson and Bains, 1997; Rauch
and Schmid, 1999; Sayer et al., 1984; Tanaka et al., 1993;) Methoden lokalisiert
und funktionell charakterisiert. Unter Verwendung spezifischer Liganden wurde
dabei die ausschlielliche Prasenz des AT;i-Rezeptorsubtyps in diesen
Kerngebieten demonstriert (McKinley et al. 1999; Millan et al., 1991; Tsutsumi
et al.,, 1991), wobei dem ATa-Rezeptor eine besondere Bedeutung in der
Osmoregulation nachgewiesen wurde (Bamshad et al. 1999, Lenkei et al.,
1995). Erste Informationen bezilglich der Angll-vermittelten intrazellularen
Signaltransduktionsmechanismen liegen fur OVLT und SFO vor, die als
sensorische CVOs der Lamina terminalis aufgrund fehlender BHS insbesondere
als relevante zentralnervose Zielstrukturen fur Angll in Frage kommen. So
konnte in vorangegangenen spektrofluorimetrischen Untersuchungen an
Primarzellkulturen des OVLT und SFO eine Angll-vermittelte, calciumabhéangige
intrazellulare Signaltransduktion sowohl in Neuronen als auch in Astrozyten
nachgewiesen werden (Gebke et al., 1998). Ubereinstimmend mit
rezeptorautoradiographischen und elektrophysiologischen Untersuchungen
(Bamshad et al., 1999; Rauch and Schmid, 1999) zeigte der experimentelle
Einsatz des Rezeptorsubtypspezifischen Antagonisten DUP-753 (AT;) und PD-
123319 (AT,), dass es sich bei den beteiligten Rezeptoren ausschlief3lich um
AT;-Rezeptoren handelte (Gebke et al., 1998). Da nach Abnahme der
extrazellularen Calciumkonzentration keine Angll- induzierten Calciumsignale
registriert werden konnten, wurde angenommen, dass Calcium Uber Ca?'-
Kanale der Zellmembran in die Zelle gelangte (Gebke et al., 1998). Gestutzt
durch die Untersuchungen an neuronalen Zellen des gesamten neonatalen
Rattenhypothalamus (Sumners et al., 1990; Sumners et al., 1996), wurde fir
Zellen des SFO und OVLT folgender Signaltransduktionsweg postuliert:
Bindung von Angll an den AT;-Rezeptor fuhrt zur G-Protein vermittelten
Aktivierung der Adenylatzyklase (Tsutsumi and Saavedra, 1992). Die durch

cAMP aktivierte Proteinkinase A phosphoryliert anschlieBend
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membranintrinsische K'-Kanile, was iiber eine Hemmung des K'- Ausstroms
und damit einhergehender Reduktion des Membranpotentials letztlich zur
Offnung spannungsabhangiger Ca**-Kanale fithrt (Sumners et al., 1990;
Sumners et al., 1996). In der vorliegenden Arbeit konnte in der Primarzellkultur
des MnPO als einer wichtigen Angll-rezeptiven Struktur der Lamina terminalis
ebenfalls eine Angll- induzierte Signaltransduktion in Neuronen und Astrozyten
demonstriert werden. Wahrend durch in-situ Hybridisierungsstudien an
Gehirnschnittpraparaten Angll-Rezeptor-spezifische mRNA im Hypothalamus
lediglich in GFAP-immunnegativen Zellen (Lenkei et al., 1997) und im Bereich
des SFO ebenfalls nur in Neuronen, nicht aber in Gliazellen nachgewiesen
wurde (Lippoldt et al., 1993), konnten Angll-Rezeptoren in astrozytaren
Priméarkulturen des Dienzephalons und Kortex fotaler und neonataler Ratten
(Bottari et al., 1992), sowie in Astrozyten des Corpus callosum bei Mensch und
Rind gezeigt werden (Matute et al., 1994). Im Rattenhypothalamus wurden
Angll-spezifische Rezeptoren auf3erdem sowohl in Neuronen als auch in
Astrozyten nachgewiesen (Sumners et al, 1990). In den vorliegenden
Untersuchungen zeigte sich die Responsivitat der Neurone im Vergleich mit
Untersuchungen an Gehirnschnittpraparationen wesentlich reduziert. Wahrend
in Extrazellularableitungen und Patch-clamp-Studien an
Gehirnschnittpraparationen 20 bzw. 50 % der getesteten Neurone Angll-
responsiv waren (Bai and Renaud, 1998; Travis and Johnson, 1993), zeigten
nur 4 % der Neurone ein Angll- induziertes Calciumsignal. Dies kénnte auf eine
unspezifische Selektion der Uberlebenden Neurone, bzw. auf veranderte Angll-
Rezeptor Expression der Neurone abhangig vom Kulturmedium oder durch
Astrozyten und Fibroblasten freigesetzte Autacoide zuriickzufihren sein
(Bouscarel et al., 1990; Sumners et al., 1990). Desweiteren demonstrierten
Guilhaume & Corréa (2001), dass Lasionen des SFO die Angll-Bindungstellen
im MnPO um 48 % reduzieren. Da sich Priméarkulturzellen nicht mehr in ihren
natlrlichen Zellverband befinden, wére dies ebenfalls eine Erklarung fur die
reduzierte Expression des AT1-Rezeptors. Andererseits muss bertcksichtigt
werden, dass neben einer calciumabhéngigen Signaltransduktion auch andere
Mechanismen an der Signalumwandlung des Angll-Signals beteiligt sein
kénnen. In hypothalamischen Kulturen neonatalen Gewebes zeigte sich im

Vergleich zu fotalen Primarkulturen ein Rickgang des prozentualen Anteils
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Rezeptor exprimierender Astrozyten (Bottari, 1992). Als mdgliche Funktion
glialer  AT;-Rezeptoren wird eine Beteiligung an neuronalen
Differenzierungsvorgédngen diskutiert, da Angll in Astrozytenkulturen eine
erhohte Sekretion des Plasminogen-Aktivator-Inhibitors 1 (PAI-1) und eines den
Gewebe-Metalloprotease-Inhibitoren verwandten Proteins ausldste (Olson et
al., 1991). Fur PAI-1 wurde eine Beteiligung am Neuritenwachstum von
Neuroblastomzellen gezeigt. Desweiteren wurde an C6-Gliomazellen der Ratte
und humanen Astrozytoma-Zellinien nach Aktivierung des ATi-Rezeptors eine
Stimulation der Synthese der Prostaglandine E, und I, beobachtet, die auf einer
IP3- induzierten Erh6hnung des intrazellularen Calciums beruhte (Jaiswal et al.,
1991). Angll konnte in Astrozyten mdglicherweise auch vermehrte Zellteilung
induzieren, wie fur verschiedene Zelltypen wie Fibroblasten und Zellen der
Nebennierenrinde und der glatten Gefallmuskulatur bereits nachgewiesen
wurde (Saavedra and Chevillard, 1982). Dartber hinaus kdnnten gliale Angll-
Rezeptoren eine Rolle bei der Feedback-Kontrolle von Angll-
Biosyntheseschritten spielen. Dies wird durch die Beobachtung unterstitzt,
dass Astrozyten die Angiotensinogen synthetisieren, auch Angll-Rezeptoren
exprimieren (Intebi et al.,, 1990). In der vorliegenden Untersuchung konnte
durch Angll keine calciumabhangige Signaltransduktion in Astrozyten ausgelost
werden. Um eine weitere Charakterisierung Angll-responsiver Neurone in der
Primarzellkultur des MnPO zu erreichen, erfolgte der immuncytochemische
Nachweis der nNOS in Kombination mit MAP. Auffallig ist, dass alle Angll
responsiven Neurone nNOS exprimierten. Dies ist sogar auf zellularer Ebene
ein weiterer Hinweis auf die Interaktion des nitrergen und angiotensinergen
Systems (Alm et al., 1997; Calapai et al., 1998; Guilhaume and Correa, 2001).

4.4.3. Noradrenalin-induzierte Calciumsignale

Der Nachweis funktioneller Adrenozeptoren durch spektrofluorimetrische
Calciummessungen in der vorliegenden Arbeit legt eine modulatorische,
noradrenerge Aktivitat in Neuronen und Astrozyten des MnPO nah. Verglichen
mit den klar definierten, durch zentrales Angll vermittelten Effekten, ist die
genaue Bedeutung von NA fur die Kontrolle des Wasser- und

Elektrolythaushaltes, sowie der Kreislaufregulation noch umstritten. Die
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Funktionen von NA stehen dabei in engem Zusammenhang mit denen von
Angll, da die Aktivierung adrenerger Rezeptorsubtypen an der Vermittlung bzw.
Hemmung der Angll- induzierten Trinkwasseraufnahme beteiligt ist. Neben der
Modulation der AVP-Freisetzung aus PVN und SON (Benetos et al., 1986;
Tanaka et al., 1985; Willoughby et al., 1987) wird auch eine Beteiligung von NA
an der Fieberentstehung auf der Ebene der praoptischen Region diskutiert
(Sehic et al.,, 1996). Sowohl in Neuronen als auch in Astrozyten der
Primarzellkultur des MnPO induzierte NA eine Erhéhung der intrazellularen
Calciumkonzentration. Verglichen mit elektrophysiologischen Untersuchungen
am SFO und MnPO in frisch praparierten Gehirnschnitten adulter Ratten
(Anthes, 1997; Bai and Renaud, 1998) und Pekingenten (Schmid et al., 1995)
erwies sich der Prozentsatz an NA-responsiven Neuronen in der
Primarzellkultur des MnPO als wesentlich geringer. So zeigten Patch-clamp-
Studien, dass im MnPO der Ratte 59 % der getesteten Neurone sensitiv
gegeniber NA waren (Bai and Renaud, 1998), wahrend in der vorliegenden
Arbeit 25,6 % der Neurone und 67,8 % der Astrozyten mit einem Calciumsignal
antworteten. Abgesehen von speziesabhangigen Unterschieden und der
Tatsache, dass in dieser Studie ausschliellich eine calciumabhangige
Signaltransduktion untersucht wurde, kénnte die altersabhangige Expression
adrenerger Rezeptoren fur diese Unterschiede verantwortlich sein. Bei funf bis
sechs Tage alten Ratten, die fur die Primarkultur verwendet wurden, sind nur
20-30% der im Gehirn adulter Tiere exprimierten a- Adrenozeptoren
nachweisbar (Morris et al., 1980), wahrend (- Adrenozeptoren wahrend der
ersten Woche nach der Geburt zumindest im cerebralen Kortex kaum
nachweisbar sind (Harden et al., 1977). In wie weit die Ontogenese adrenerger
Rezeptoren in vivo und in vitro Gbereinstimmt ist unklar, da eine veranderte
Rezeptorexpression in der Primarzellkultur in Abhangigkeit von den
Kulturbedingungen nicht ausgeschlossen werden kann. So wurde einerseits in
Studien von Shao und McCarthy (1993) (Shao and McCarthy, 1993) an
astroglialen Kulturen des Kortex von einem Tag alten Ratten demonstriert, dass
der Prozentsatz an Zellen, die nach NA-Applikation ein Calciumsignal zeigten,
sich innerhalb von drei Wochen in vitro nicht anderte, wahrend andererseits
Nilsson et al. (1991) (Nilsson et al., 1991) eine Zunahme der NA-induzierten

Calciumantworten in langer kultivierten kortikalen Astrozyten beschrieben.
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4.4.4. Antworttypen der Angll-, NA- bzw. PHE-induzierten Calcium-

signale bei Neuronen und Astrozyten

An  frischen Praparationen wurden transiente Calciumsignale in
Bergmanngliazellen und Purkinje Neuronen der Maus (Kirischuk, 1996), sowie
in Astrozyten und Oligodendrozyten des Nervus opticus der Ratte (Kriegler und
Chiu, 1993) durch adrenerge Liganden ausgeldst. Diese Signale gleichen den
in Neuronen und Astrozyten der MnPO-Priméarkultur gemessenen transienten
Calciumantworten in ihrem raschen Anstieg, dem ein ebenso schneller
Ruckgang auf Basalwerte der intrazellularen Calciumkonzentration folgt. Im
Gegensatz zu frischen  Prdparationen  antworten  Astrozyten in
Primarzellkulturen des zerebralen Kortex ahnlich wie Zellen des MnPO nicht nur
mit transienten, sondern auch plateaubildenden oder oszillierenden
Calciumsignalen (Nilsson et al., 1991; Shao und McCarthy, 1993), was auf eine
unterschiedliche Responsivitat in akuten und Langzeitpraparationen hindeuten
konnte. Wahrend bei frisch prapariertem Gewebe evtl. mechanische
Belastungen eine Rolle spielen, kdnnen sich Zellen in der Kultur regenerieren.
Die Applikation von Angll, NA und PHE induzierte bei Neuronen in tber 50 %
der Féalle ein spike-férmige Signale des Typs B und C. Auffallig erscheinen die
unterschiedlichen Antworttypen nach Applikation von NA und PHE. Wéhrend
NA hauptsachlich Antwortmuster des Typs B induziert, fihrt die Stimulation mit
PHE zu Calciumsignalen des Typs C. Dies ist mittels der Rezeptoraffinitat der
applizierten Substanzen zu erklaren. Wahren NA neben a;- auch an a,- und R3-
Rezeptoren bindet, handelt es sich bei PHE um einen a;-spezifischen
Agonisten. So handelt es sich bei dem PHE-induzierten Calciumsignal um eine
aj-vermittelte Signaltransduktion, wahrend eine NA-vermittelte intrazellulare
Calciumerh6hung meist aus kombinierter Signaltransduktion mehrerer
Rezeptorsubtypen aufgrund von funktioneller Coexpression resultiert. Im
Antwortmuster responsiver Astrozyten findet sich tberwiegend der biphasische
Antworttyp A. Aus den Mustern der beobachteten Calciumantworten lassen sich
Ruckschlisse auf die mobilisierten Calciumspeicher ziehen. Entsprechend dem
Antwortmuster A in der vorliegenden Studie wurden in verschiedenen Zelltypen

wie etwa kortikalen Astrozyten, Gonadotrophen oder Neutrophilen und nach
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unterschiedlichen Stimuli biphasische Calciumsignale mit anfanglicher
spikeformiger Erhohung und anschlieRender Abnahme des intrazellularen
Calcium auf ein Plateau oberhalb des Basalwerts registriert (Stojilkovic et al.,
1990). Die Plateauphase wurde dabei in allen untersuchten Zellen durch
Einstrom extrazellularen Calciums ausgelost, wéahrend fir die anfangliche
spikeférmige Komponente in den Zellen der Niere eine Calciumfreisetzung aus
IPs-sensitiven Speichern verantwortlich war (lwase et al., 1998). Ein analoger
Mechanismus fur den NA-induzierten Anstieg des Calciumspiegels in den in
dieser Studie untersuchten Priméarzellen liegt daher nahe. Untersuchungen im
eigenen Hause mit Ca-freien Medium bestatigten diese Vermutungen. Unter
Ca-freien Bedingungen der extrazellularen Flissigkeit konnte bei Astrozyten
durch NA lediglich der anfangliche spike-formige Anstieg des intrazellularen
Calciums beobachtet werden, wahrend die Plateauphase ganzlich ausblieb (Ott
et al. 2005, unpublished).

4.4.5. Immunzytochemische Charakterisierung NA- und Angll-

responsiver Neurone

Im Rahmen der vorliegende Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
Applikation von NA und Ang Il als wichtigste Neurotransmitter der Osmo-,
Volumen und Thermoregulation, eine calciumabhangige Signaltransduktion in
Neuronen der MnPO-Primarkultur auslésen. Durch immunzytochemische
Charakterisierung sollte eine evtl. Zugehorigkeit zum nitrergen System
abgeklart werden. Alle Ang ll-responsiven Neurone exprimierten nNOS,
wahrend dies bei 12 % der NA-responsiven Neurone zu beobachten war
Insgesamt zwei Neurone exprimierten nNOS und waren sowohl Ang Il als auch
NA-responsiv. Zusatzlich zu diesen Beobachtungen zeigten sich Unterschiede
der Zellmorphologie innerhalb der nitrergen Neurone. Ang ll-responsive
Neurone wiesen eine bipolare Morphologie auf, NA-responsive Neurone zeigten
einen multipolaren Zelltyp. Dies lasst mehrere Thesen zu: 1. Innerhalb des
MnPO scheinen unterschiedliche Populationen nitrerger Neurone zu existieren,
die eine interagiert mit dem nitrergen, die andere mit dem noradrenergen
System. Daraus lasst sich schlieBen, dass die Regulation osmotischer

Abweichungen durch Ang Il hauptséchlich Gber NO vermittelt, wahrend die
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Hypovolamie-induzierte Ausschittung von NA lediglich einen kleinen Tell
nitrerger Neurone aktiviert. Mittels immunhistochemischer Untersuchungen am
Gehirnschnitt, war es im Rahmen dieser Untersuchung moglich,
Kolokalisationen des a;-adrenergen Rezeptorsubtyps und der nNOS im vMnPO
nachzuweisen. Somit erklart sich die prozentual geringere Aktivierung nitrerger
Neurone nach Induktion einer isotonen intravasalen Hypovolamie im Vergleich
zur Dehydrierung im Ganztierversuch dieser Studie. 2. Aufgrund &hnlicher
Lokalisation der Fos-Signale in den Substrukturen des MnPO nach
Hypovolamie und Dehydrierung lie3 sich anhand der Ganztierversuche
vermuten, dass es sich bei den barosensitiven und osmosensitiven Neuronen
um eine einheitliche Neuronenpoulation handelt. Elektrophysiologische Studien
von Aradachi et al. (1996) (Aradachi et al., 1996) ergaben, dass MnPO-
intrinsische Neurone mit Afferenzen zum NTS sowohl sensitiv gegentber
hamodynamischen Anderungen als auch Aberrationen der Plasmaosmolalitat
zu sein scheinen. Somit postulierten sie, dass Blutdruck/ -volumenregualtion
und Osmoregulation nicht von unterschiedlichen, sondern einer einheitlichen
integrativen Neuronenpopulation kontrolliert wird. Nach den
spektrofluorimetrischen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigte sich
lediglich ein ganz geringer Anteil potentiell integrative Neurone, die sowohl auf
NA als auch Ang Il mit einer Erh6hung des intrazellularen Calcium reagierten.
Anhand der hier gewonnenen Ergebnisse scheint es sich prinzipiell um
unterschiedliche Neuronenpopulationen zu handeln. Stocker & Toney (2005)
zeigten, dass es sich bei den gleichzeitig osmo- und barosensitiven Neuronen
grundsatzlich um Neurone handelt, die Efferenzen zu pPVN aufweisen. Es
besteht somit Grund zur Annahme, dass fur die Osmo- und Volumenregulation
sowohl singuléar- als auch multisensitive Neuronenpopulationen im MnPO

existieren (Stocker & Toney, 2005).
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Vorangegangene Untersuchungen vermuteten z.B. eine besondere Bedeutung
des dMnPO im Rahmen der Angll vermittelten Trinkantwort (Gutman et al.,
1989; Lind & Johnson, 1982). Durch Applikation des spezifischen Angll-Anta-
gonisten Saralasin in den dMnPO konnten Tanaka und Nomura (Tanaka et al.,
1993) die Angll-vermittelte Trinkantwort unterbinden. Da dies ebenfalls bei
Applikation in den vMnPO maoglich war vermuteten sie eine Involvierung beider
Substrukturen. Andererseits ist eine Applikation in den vMnPO nicht ohne
Zellschaden des dMnPO durchfuihrbar, da die Applikationskanile durch den
dMnPO gefuhrt werden muss. Daher ist nur schwer differenzierbar, ob die
erzielten Effekte der Saralasin-Behandlung des MnPO auf der Blockade des
angiotensinergen Systems des vMnPO, oder der Zellschadigung des dMnPO
beruhen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit zeigte sich nach 24-stundiger
Dehydrierung eine signifikante Markierung des dMnPO, was die These der
hervorhebenden Bedeutung des dMnPO in Koordination der Ang ll-vermittelten
Trinkantwort stltzt. Zusatzlich zu den Hinweisen, dass die Substrukturen des
MnPO wabhrscheinlich unterschiedliche Funktionen im Rahmen der Osmo- und
Thermoregulation tGbernehmen, ergaben sich im Rahmen dieser Fos-Studie
weitere Hinweise auf Subpopulationen innerhalb der MnPO-Substrukturen.
Spanswick und Renaud (2005) zeigten, dass Ang Il, als wichtigster Vermittler
der dehydrierungsbedingten Trinkantwort, lediglich in einer Subpopulation

MnPO intrinsischer Neurone eine rhythmische Aktivitat auslost.

Aktivierung hypothalamischer, magnozellularer neuroendokriner Zellen (MCNSs)
(Belin & Moos, 1986; Dyball & Koizumi, 1969; Dyball & Dyer, 1971). Da die
MNC Popu-lationen im Hypothalamus weit verbreitet liegen, bedarf es eines
Mechanismus der zeitgleichen Aktivierung (Fisher et al., 1979). Vor allem PVN
und SON erhalten sowohl kollateralen als auch singularen Input aus Strukturen
des Telenzephalons und der praoptischen Region. Aus elektrophysiologischen
Studien resultierende Daten beschreiben das Vorhandensein kollateraler Inputs
zu den MCNs (Caverson & Ciriello, 1989; Renaud et al., 1985). Diese Unter-
suchungsmethoden sind hinsichtlich ihrer Einsetzbarkeit fur diese Fragestellung

begrenzt. Zum einen ist die Anzahl der zu beobachtenden Kerngebiete limitiert,
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zum anderen ist eine gleichzeitige Erfassung evtl. vorhandener Substrukturen

eines Gebietes nicht mdglich.
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5. Zusammenfassung

Der in der Lamina terminalis des rostralen Hypothalamus gelegene Nucleus
medianus praeopticus (MnPO) innerhalb, sowie das Organum subfornicale
(SFO) bzw. vasculosum laminae terminalis (OVLT) aul3erhalb der Blut-Hirn
Schranke spielen eine bedeutende Rolle als sensorische (SFO, OVLT) bzw.
sensorisch/integrative (MnPO) neurogliale Einheiten im Rahmen der zentralner-
vosen Kontrolle des Salz- und Wasser- sowie Warmehaushalts von Saugetie-
ren wie der Ratte. Einerseits sind Neurone und gliale Zellen von SFO/OVLT fur
im Blut zirkulierende lonen und Signalmolekile wie Hormone frei zuganglich,
andererseits stehen beide Einheiten sowie insbesondere auch der MnPO als
integrative Komponente des Hypothalamus in ausgepragter reziprok-neuronaler
Verbindung mit zahlreichen Kerngebieten des Hypothalamus, des limbischen
Systems oder der Medulla oblongata. Neurone des MnPO erhalten dabei neben
den osmoregulatorisch relevanten Afferenzen von SFO/OVLT und thermoregu-
latorisch bedeutsamen Afferenzen aus der praoptischen hypothalamischen Re-
gion wichtige Informationen aus der Peripherie nach deren Vorverarbeitung in
Kerngebieten der Medulla oblongata und Pons mit Kreislauf-, Volumen-, osmo-
oder thermoregulatorischer Bedeutung.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Rolle des MnPO bzw. seiner
Zellen im Rahmen der Perzeption dieser afferenten Signale durch den Einsatz
Ganztier-physiologischer, immunhistochemischer und zellbiologischer Techni-
ken zu untersuchen. Dazu wurden maéannliche Wistar-Ratten folgenden Ver-
suchsbedingungen unterzogen, und deren Auswirkung auf Kérperkerntempera-
tur (KT), lokomotorische Aktivitat, Trinkwasseraufnahme und Blutparameter als
MaR fiir Anderungen des intravasalen/extrazellularen Flissigkeitsraums (EZF)
untersucht :

= Gruppe K: Kontrollgruppe (23°C RT; Trinkwasserzugang)

»= Gruppe A: Thermische Stimulation (48 h bei 30°C RT; Trinkwasserzugang)

» Gruppe B: Thermische Stimulation (48 h bei 33°C RT; Trinkwasserzugang)

= Gruppe C: Volumen-Stimulation (PEG-Behandlung; kein Trinkwasserzugang)

= Gruppe D: Osmotische Stimulation (23°C RT; 24 h Trinkwasserentzug)
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Die transkardiale Fixierung des Gehirngewebes unmittelbar nach Beendigung
des Tierversuches sollte dann in coronalen Gehirnschnitten den Stimulus-spezi-
fischen, immunhistochemischen Nachweis einer Translokation des Transkrip-
tionsfaktors Fos in den Kern von Zellen des MnPO sowie OVLT als Parameter
einer generellen zellularen Aktivierung ermoglichen. Diese Aktivierung spezifi-
scher Neuronenpopulationen in MnPO (und OVLT) durch extrazellulare Hyper-
tonizitat, Hypovolamie oder erhdhte Umgebungstemperatur fihrte unmittelbar
zur Frage nach den Neurotransmitter-Systemen, welche im Bereich des MnPO
an der Verarbeitung der jeweiligen afferenten Signale beteiligt sein kénnten. In
diesem Zusammenhang wurde dem durch das generierende Enzym neuronale
Stickstoffmonoxidsynthase (nNNOS) gebildeten, volatilen Botenstoff Stickstoff-
monoxid (NO) eine bedeutende Rolle bei der Perzeption und Integration
thermo-, osmo- sowie Volumen-regulatorischer Signale aufgrund zahlreicher
Literaturdaten zugesprochen. Der Nachweis der nNOS erfolgte ebenfalls
immunhistochemisch mit Betonung auf einer zellularen Co-Lokalisation mit Fos.
Um eine mdogliche efferente Projektion aktivierter, (nicht-)nitrerger MNPO-Neu-
rone in die parvozellulare Komponente des Nucleus paraventricularis (pPVN)
als wichtigstem, integrativen Kerngebiet des Hypothalamus aufzuzeigen, wurde
bei den Tieren mit osmotischer Stimulation (Gruppe D) der retrograd transpor-
tierte neuronale Tracer true blue (TB) in den pPVN mikroappliziert. Im Hinblick
auf die praintegrative Funktion des MnPO als vorgeschaltetem Relais des
pPVN sollte in dieser Arbeit also anhand der in vivo Versuchsmodelle unter-
sucht werden, ob im Bereich des MnPO freigesetztes NO eine neuromodulato-
rische Funktion im Rahmen der Hombostase des Wasser-, Elektrolyt- und
Warmehaushaltes einnimmt und aktivierte nitrerge MnPO-Neurone Efferenzen

zum pPVN aufweisen.

Osmotische, von Neuronen des SFO und/oder OVLT zum MnPO ubertragene
Signale bedienen sich in vivo in erster Linie des Oktapeptids Angiotensin Il
(Angll) als wichtigstem Neuromodulator, wie vielfach in der Literatur belegt.
Anderungen des EZF-Volumens hingegen werden von peripheren Sensoren im
Bereich des Niederdrucksystems polysynaptisch tber Stukturen der Medulla

oblongata an den Hypothalamus, vorrangig den MnPO, Ubermittelt. Dabei ist
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Noradrenalin (NA) als finaler Botenstoff zur Ubertragung der medullaren Sig-

nale an den MnPO hauptverantwortlich.

Um auf zellularer Ebene die durch hyperosmolale bzw. hypovolamische in vivo
Stimulation induzierte Aktivierung MnPO-intrinsischer Zellen bezuglich der
dabei nachgeschalteten intrazellularen Signaltransduktion untersuchen zu kon-
nen, wurde eine Primarkultur MnPO-spezifischer Neurone und Gliazellen aus
neonatalen Rattengehirnen etabliert. In in vitro Experimenten konnte durch
Superfusion der mit Fura-2 AM beladenen Zellen der Priméarkultur die Stimulus-
abhangige, transiente Erhohung der intrazellularen Calciumkonzentration
([Ca**];) on-line erfasst und durch nachfolgende immunzytochemische Charak-
terisierung Zelltyp-spezifisch zugeordnet werden. Superfundiertes Angll bzw.
Noradrenalin (NA) reprasentierten dabei jeweils die Stimulation MnPO-intrinsi-

scher Zellen durch extrazellulare Hyperosmolalitat respektive Hypovolamie.

Bezogen auf die vier Versuchsansatze (A — D) wurden folgende Ganztierphy-

siologische, immunhistochemische und zellbiologische Ergebnisse erzielt :

» Die milde Warmeexposition bei Versuchsgruppe A reprasentierte bei unver-
anderter Plasmaosmolalitat und Na’-Konzentration sowie nur geringfugiger
Reduktion des Plasmavolumens einen nahezu ,reinen” thermischen Stimulus.
Wahrend der zweiten Nachtphasen bei 30°C RT ergab sich ein signifikanter
Anstieg der KT um 0,3 - 0,4°C sowie der Trinkwasseraufnahme im Vergleich
zu den entsprechenden Perioden bei 23°C RT, bei unveranderter lokomotori-
scher Aktivitat. Fur alle drei Substrukturen des MnPO sowie ausschliel3lich
die dorsal cap des OVLT konnte eine ausgepragte Aktivierung von Neuronen
ermittelt werden, von denen sich lediglich einige in der ventralen Zone des
aMnPO als nitrerg erwiesen. Im dMnPO zeigten vor allem nicht-nitrerge Neu-
rone in der lateralen Aul3enzone, im vMnPO ventrikelnahe, nicht-nitrerge

Neurone eine nukleare Fos-Translokation.

» Die als Hitzestress zu bezeichnende Warmexposition bei Versuchsgruppe B
reprasentierte aufgrund der erhdohten Werte fiur Hkt sowie Osmolalitdt und

Na*-Konzentration des Plasmas einen kombinierten thermischen sowie
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hyperosmotischen und hypovolamischen Stimulus. Sowohl die Nachtphasen
beider Versuchstage als auch beide Tagphasen des zweiten Tages bei 33°C
RT zeigten signifikante Erhéhungen der KT um 0,95 — 1,4°C im Vergleich zu
entsprechenden Perioden bei 23°C RT, bei gedampfter circadianer Rhythmik
der KT. Unzureichende Kompensationsversuche spiegelten sich in einer ge-
steigerten lokomotorischen Aktivitat offensichtlich im direkten Zusammenhang
mit vermehrter Trinkwasseraufnahme vorm allem der Tagphasen wider. In
allen drei Komponenten des MnPO (vor allem des aMnPO) sowie der dorsal
cap des OVLT ergab sich eine ausgepragte Aktivierung von Neuronen, von
denen lediglich einige im aMnPO nNOS exprimierten. Die Verteilungsmuster
in den Substrukturen des MnPO &ahnelten denen bei milder Warmeexposition.

Der bei der Versuchgruppe C durch i.p. Applikation von hyperonkotischem
PEG hervorgerufene, markante Anstieg des Hkt-Wertes bei unveranderten
Werten fir Plasmaosmolalitat und Na’-Konzentration reprasentierte einen
sreinen* Volumenstimulus in Form einer isotonen, intravasalen Hypovolamie,
bei unveranderten Daten fur KT und lokomotorische Aktivitat. Fur alle drei
Substrukturen des MnPO sowie das zentrale OVLT konnte eine markante
neuronale Aktivierung nachgewiesen werden, die jedoch schwacher als bei
thermischer Stimulation ausfiel. Dabei konnten fur den aMnPO sowie vMnPO
Zellen mit nukledrer Fos-Translokation vor allem in deren ventralen Bereichen
lokalisiert werden. Im Mittel 6 — 12 % aller aktivierten Neurone des aMnPO,
dMnPO und vMnPO sowie 50 % des OVLT erwiesen sich als nitrerg, bzw. 6 —
11 % (MnPO) und 30 % (OVLT) aller nitrergen Zellen wurden durch Hypovo-
lamie aktiviert. Calcium imaging Versuche in der MnPO-Primérkultur ergaben,
dass 26 % respektive 68 % aller getesteten MnPO-Neurone respektive
-Astrozyten auf Superfusion mit NA als wichtigstem, einen systemischen
Volumenstimulus reprasentierenden Neurotransmitter mit einer transienten
Erhohung der [Ca®];, reagierten. Insgesamt 11 % der aktivierten MnPO-Neu-
rone exprimierten NnNOS, in Ubereinstimmung mit den in vivo ermittelten
Daten. Die pharmakologische Charakterisierung des beteiligten Rezeptorsub-
typs konnte die funktionelle und immunhistochemische Expression MnPO-

intrinsischer al-Adrenozeptoren demonstrieren.
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» Der 24-stindige Entzug des Trinkwassers bei 23°C RT (Versuchsgruppe D)
bewirkte einen deutlichen Anstieg der Plasmaosmolalitat und -Na*-Konzentra-
tion, bei marginaler Erh6hung des Hkt-Wertes, und stellte somit einen Stimu-
lus primar des osmoregulatorischen Regelkreises mit partieller Co-Aktivierung
der Volumenregulation dar. Bei unveranderter circadianer Rhythmik der KT
und der lokomotorischen Aktivitdt im Verlauf des Dehydratationsversuchs
konnten absolute Temperatur- und Aktivitatswerte nahezu identisch mit den-
jenigen wahrend der Kontrollperioden mit freiem Zugang zu Trinkwasser er-
mittelt werden. Fir alle drei Komponenten des MnPO sowie beide Substruk-
turen des OVLT liel3 sich eine markante neuronale Aktivierung anhand der
nukledren Fos-Translokation nachweisen, wobei sich fir die Einheiten des
MnPO jeweils das Muster einer ubiquitaren, zentralisiert homogenen Fos-
Markierung ergab. Im Mittel 17 — 26 % aller aktivierten Nervenzellen von
aMnPO, dMnPO und vMnPO sowie 24 % des OVLT exprimierten nNOS, bzw.
12 -26 % (MnPO) und 15 % (OVLT) aller nitrergen Zellen wurden durch
extrazellulare Dehydratation der Versuchstiere stimuliert. Durch neuronal ret-
rograde Tracingstudien konnte gezeigt werden, dass etwa 60 respektive 20 %
der durch osmotische Stimulation aktivierten nitrergen Neurone des vMnPO
respektive aMnPO/dMnPO efferent zum pPVN projizierten. Bei den in vitro
Untersuchungen zur induzierten intrazellularen Signaltransduktion konnte
Angll als wichtiger, einen systemischen osmotischen Stimulus reprasentie-
render Neuromodulator in 4 % der MnPO-Neurone eine Erhéhung der [Ca®'];,
induzieren, wobei die aktivierten Neurone zu 100 % nNOS exprimierten.
Nitrergen Neuronen des vMnPO mit efferenter Verbindung zum pPVN scheint
somit eine wichtige Funktion im Rahmen der hypothalamischen Regulation

der EZF zu Ubernehmen.
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Summary

Summary

In mammals, for instance rats, the nucleus medianus praeopticus (MnPO),
located within the blood-brain-barrier, and the organum subfornicale (SFO)
respectively the organum vasculosum laminae terminalis (OVLT), located
outside the blood-brain-barrier, play important parts as sensorial and
sensorial/integrative units considering the central-nervous monitoring of salt-,
water- and heat balance. On the one hand the neurons and glia cells of the
SFO/OVLT are accessible for ions and hormones, which circulate in the blood,
on the other hand both units, especially the MnPO, are integrative elements of
the hypothalamus and have a distinct, reciprocal-neuronal connection to the
hypothalamus, the limbic system and multiple centre zones of the medulla
oblongata. Neurons of the MnPO receive in addition to osmoregulatory
afferences of the SFO/OVLT, thermoregulatory afferences of the preoptic
hypothalamic region, important information from the periphery after they were

preprocessed in the centre regions of the medulla oblongata and pons.

The intention of this study was to analyze the relevance of the MnPO,
respectively its cells, in the perception of its afferent signals by means of
physiological, immunhistochemical and cellbiological techniques. For this
reason male Wistar rats were exposed to following test conditions:

e Group K: control group (23°C RT; free access to water)

o Group A: thermal stimulation (48 h at 30°C RT,; free access to water)
e Group B: thermal stimulation (48 h at 33°C RT; free access to water)
e Group C: volume stimulation (PEG-treatment; no access to water)

e Group D: osmotic stimulation (23°C RT; 24 h dehydration)
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It was measured which effects these test conditions had on body-temperature,
locomotive activity, water intake and blood parameters, as a measurement of

changes in the extracellular fluid balance.

After the test phase the brain was fixed transcardially and coronal brain sections
were made to confirm the existence of the transcription factor Fos within the
cells of MnPO as well as OVLT. This shows their activity. The activation of
specific neuron populations through hypovolemia and increasing temperature
leads to the question of the neurotransmitter systems which are involved. In this
context the volatile second messenger nitric oxide (NO), which is generated by
the enzyme neuronal nitric-oxide-synthase (nNNOS), is mentioned by many
authors who give it an important role in the perception and integration of
thermal-, osmo-, and volume regulatory signals. The confirmation of nNOS
occurred immunhistochemically with emphasis on the cellular co-localization to
Fos. To show the efferent pathways of activated MnPO neurons to the
parvocellular nucleus paraventricularis (pPVN), which is the most important,
integrative centre of the hypothalamus, the neuronal tracer true blue was
applied to the pPVN, but only in group D. By means of in vivo experimental
models, this study tested if the released NO in the MnPO has a neuro-
regulatory function regarding the homeostasis of water-, electrolyte- and heat

balance.

Osmotic signals which are transmitted by means of SFO and/or OVLT, use the
octapeptide Angiotensin as the most important neuromodulator. However
changes in the extracellular fluid volume are detected through peripheral
sensors in the area of the low pressure system and are transmitted by
structures of the medulla oblongata, mainly MnPO. Here noradrenalin (NA), as
final second-messenger, is mainly responsible for the transmission of the

medullar signals to the MnPO.

To determine the activation of MnPO intrinsic cells due to hypovolemic
stimulation and the downstream intracellular signal transduction, a primary
culture of MnPO specific neurons and glia cells were established from neonatal

rat brains. In in-vitro experiments the excitation dependent transient elevation of
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the intracellular calcium-concentration could be detected through superfusion of

Fura-2 AM loaded cells of the primary culture and it could be related to specific

cells by means of immunhistochemical characterization. Superfused Ang I

respectively NA represented the stimulation of MnPO intrinsic cells via

extracellular hyperosmolality respectively hypovolemia.

Referring to the four experimental conditions (A-D) following results were found:

The mild heat exposure in group A represents a pure thermal stimulation,
since there were no changes in plasmaosmolality and sodium
concentration and just a minor reduction in plasma volume. During the
second night phase at 30°C RT a significant increase of body
temperature (0,3-0,4° C) and water intake could be seen compared to
the group at 23°C RT. No significant increase could be seen in
locomotive activity. In all three substructures of the MnPO and exclusive
for the dorsal cap of OVLT a pronounced activation of the neurons could
be detected. Only some of these in the ventral zone MnPO could be
proved as nitrerg. Within the MnPO especially non-nitrerg neurons in the
lateral outer zone showed Fos-translocation within the nucleus, whereas
within the vMnPO the Fos-translocation was especially detectable in the

non-nitrerg neurons nearest the ventricle.

The higher heat exposure in group B represents a combined thermal,
hyperosmotic and hypovolemic stimulation, due to the increased data in
HKT, osmolality and sodium concentration of the plasma. Both night
phases as well as both day phases on day 2 at 33°C RT showed
significant elevations in body temperature (0,95-1,4°C higher compared
to 23°C RT) alleviated circadian rhythm of body temperature. Insufficient
trials of compensation could be seen in increased locomotive activity
combined by an increase in water intake, especially during daytime. All
three components of the MnPO (especially the aMnPO) and the dorsal

213



Summary

cap of the OVLT showed a distinct activation of neurons. Only few in
aMnPO expressed nNOS. The patterns in the substructures were similar

to those at mild heat exposure.

The i.p application of PEG in group C resulted in a distinct increase in
Hkt with stable plasmaosmolality and sodium concentration, which is why
this represents pure volume stimulation in terms of an intravascular
hypovolemia with unaltered data in body temperature and locomotive
activity. In all three substructures of the MnPO plus the central OVLT a
distinct increase in neuron activity could be detected, whereas the
activity was less than with pure thermal stimulation. 6-12% of the
activated neurons in the aMnPO, dMnPO and vMnPO as well as 50% in
the OVLT were nitrerg. Respectively 6-11% (MnPO) and 30% (OVLT) of
all nitrerg cells were activated by hypovolemia. A calcium imaging test
with the MnPO primary culture showed 26% respectively 68% of all
tested MnPO neurons reacted to superfused NA with transient increase
in sodium concentration. In accordance to the in vivo determined data
11% of the activated MnPO neurons expressed nNOS. The
pharmacological characterization of the involved receptors could
demonstrate the functional and immunhistochemical concept of MnPO

intrinsic a;- adrenic receptor.

The 24h water withdrawal in group D (23°C RT) caused a distinct
increase in plasmaosmolality and sodium concentration with a slight
elevation of HKT. Therefore it is primarily an osmoregulatory stimulus
with partial co-activation by a volume stimulus. The circadian rhythm of
body temperature and the locomotive activity during the water withdrawal
were unaltered and the absolute body temperature and locomotive
activity were similar to those of the control group. In all three components
of the MnPO as well as both components of the OVLT distinct neuronal
activity was determined through Fos translocation within the nucleus,
whereas the components of the MnPO showed a pattern of ubiquist,
centralized homogeneous FOS markings. 17-26% of all activated
neurons in the aMnPO, dMnPO and vMnPO as 24% of the neurons of
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the OVLT expressed nNOS. 12-26% (MnPO) and 15 % (OVLT) of al
nitrerg cells were stimulated by dehydration. Neuronal, retrograde tracing
studies determined 60% respectively 20% of the nitrerg neurons in the
vMnPO respectively the aMnPO/dMnPO, which were activated by
osmotic stimulation lead to the pPVN. In vitro research into induced,
intracellular signal transduction showed Angll, representing a systemic
osmotic stimulation, which as an important neuromodulator induced an
increase of calcium concentration in 4% of MnPO neurons. The activated
neurons expressed to 100% NOS. Nitrerg neurons in the MnPO with
efferent pathways top PVN seam to play an important role in
hypothalamic regulation of the extracellular fluid balance.
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