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In der vorliegenden Arbeit verwendete Abkiirzungen
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ABC Avidin-Biotin-Complex

AK Antikorper
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ITD Laufzeitunterschied zwischen den Ohteeraural time difference)
LL Nucleus lemniscus lateralis

LLi Nucleus lemniscus lateralis, pars intermedia

LLv Nucleus lemniscus lateralis, pars ventralis

MLd Nucleus mesencephalicus lateralis, pars darsali

MSO Oliva superior medialis

NA Nucleus angularis

NL Nucleus laminaris

NM Nucleus magnocellularis cochlearis

NVIII Nervus octavus

NVllic Nervus octavus, pars cochlearis

NVIlv Nervus octavus, pars vestibularis

NGS Normal Goat Serum

0S Nucleus olivaris superior

P Nach dem Schlupf; engl. posthatch; nachfolgendrAh Tagen
PB Phosphat Puffer

PBS Phosphatpuffer mit physiologischem Salzgehalt

PTX Phosphatpuffer mit physiologischem Salzgehadt Tiriton X100
PVCN Posteroventraler cochledrer Nucleus

SERCA Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Calciunteldp Protein
SGFPv Stratum griseum et fibrosum periventriculare

SLU Nucleus semilunaris

Swant Swiss Antibodies

TIFF Tagged Image File Format

VED Nucleus vestibularis descendens

VEL Nucleus vestibularis lateralis

ZNS Zentrales Nervensystem
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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Calciumbindende Proteine

Gegenuber anderen Metallionen besitzt Calcium Behe Geschwindigkeitskonstanten der
Assoziation und Dissoziation seiner KomplexeGfN und HAMMES, 1963]. Es ist dadurch
préadestiniert fur die Steuerung von rasch ablawgandorgangen innerhalb von Zellen. Bei
vielen eukaryotischen Ubertragungsprozessen besitdieshalb eine wichtige Schliisselrolle
als intrazellularer Mediator. Durch die relativ igpgre Grol3e gegentber organischen Moleki-
len besitzt es zudem die Fahigkeit, relativ schinelZellmedium zu diffundieren.

Obgleich Calciumionen bei transmembranen Signalwega intrazellularen Ubermittlungen
eine Schlusselrolle spielen ABBRIDGE et al.,1992], stellen sie nicht den einzigen Aktor,
sondern agieren mit einer Vielzahl von Proteinenrdd die Fahigkeit des €amehrere Li-
ganden mit vorzugsweise negativen Ladungswolkemasstrisch zu binden, ist es in der
Lage Proteinabschnitte quer zu vernetzen und gkoRégurationséanderungen hervorzurufen
[STRYER, 1996].

Calcium, das innerhalb der Euzyte nicht in einembgenen Verteilung vorliegt, ist stets in
Speichern der Zelle gesammelt und wird nur zur Reigm von Zellaktivitaten ins Cytosol
entlassen [z.B. BAUSTEIN, 1988]. Die grof3ten Calciumspeicher der Zelle sintbuanderem
das endoplasmatische Retikulum, das sarkoplasrhatiBetikulum im Muskel sowie Mito-
chondrien und Calciosomen PVDOLESI et al.,1988;MILLER, 1992]. Die intrazellularen Cal-
ciumspeicher kdnnen dabei sowohl als Quelle, ath als Senke des Spiegels dienempS
SONet al.,1995].

Diese Funktionen werden dabei in vielen Fallen #oateinen moduliert. Proteine, die spe-
ziell mit dem Calcium in Wechselwirkung treten kénnwerden als calciumbindende Protei-
ne (CaBP) bezeichnet.

Auf eine Erregung der Zelle hin wird das freie bus den Speichern ausgeschittet und greift
je nach Zelle in unterschiedlicher Weise in dendetismus ein. Dabei dient es unter ande-
rem als ,Second Messenger' bei der Ankopplung viglerzellularer Prozesse an die Memb-
ranerregung [SEPHERD 1988] von G-Proteinen. Parallel dazu existiererrhittionen mit
weiteren Systemen von ,Second Messenger* Kask&gteist bekannt, daR €aals Aktivator
der cAMP-Phosphodiesterase auftreten und somiterKdntrolle der cAMP-Konzentration
eingreifen kann [KRLSON, 1988].

Durch die vielfaltigen Funktionen die Calcium inaghist es wichtig, dal’ die Zelle den Cal-

ciumspiegel niedrig halt und die Homeostasis betv&rar geringen intrazellularen Konzent-
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Einleitung

ration kommt dabei eine Schutzfunktion zu, die dafdrgt, daf? die Zelle keinen Schaden
durch endogene Substanzen erleidetKSINGER 1976]. So sind zum Beispiel viele Protea-
sen nur in Gegenwart der hohen extrazellulareni@akonzentrationen aktiv. Andere auto-
lysieren sogar unter einem zu geringen Calciumspideutlich zeigt sich dies auch an der
Schadigung von Herzmuskelzellen, wenn infolge eln&ktes unkontrolliert Calciumionen
einstromen [EECKENSTEIN, 1983]. Die hohe und allgegenwértige Konzentratron Phos-
phat und einigen anderen lonengruppen erhéht aigclefahr, dald schwer losliche Salze
ausfallen. Aus diesem Grund existieren Mechanismden,den niedrigen Spiegel an freien
Calciumionen von etwa 100nM im unerregten Zustaegeguber der mehr als 1000fach ho-
heren [SRYER, 1996] extrazellularen Konzentration aufrecht edraliHierbei spielen CaBP’s
eine wichtige Rolle im Zellgeschehen.

Innerhalb des Blutes liegt Calcium jedoch nur ;wemi geringen Teil in der Form des freien,
diffusiblen lons vor. Der weitaus gro3ere TeilirstProteinbindungen assoziiert, wodurch es
moglich ist eine Gesamtkonzentration von bis zu Bifith aufrecht zu erhalten, ohne daR
hier schwer l6sliche Calciumsalze ausfallemRKsoN, 1988;STRYER, 1996]. Zudem existiert
ein Netzwerk von Interaktionen zwischen Calcium @tabsphat [W.LIAMS , 1990], um zum
Beispiel die Homeostasis aufrecht zu erhalten.

Weiterhin ist Calcium direkt beteiligt an der Extmse [$1EPHERD 1988; KNIGHT et al.,
1989;BURGOYNEUNdMORGAN, 1995], der Langzeitpotenzierung (LTP) bei neuromalern-
vorgangen [KKNNEDY, 1989;MALENKA et al.,1989;KANDEL undHAWKINS, 1992;EDWARDS,
1995] sowie der Modulierung der Eigenschaften vaumdnen [MHORSKI, 1988; MARTY,
1989; KENNEDY, 1989; BAIMBRIDGE et al., 1992] und der Steuerung calciumabhangiger
Membrankanéle [MRTY, 1989]. Zudem spielt es eine entscheidende Rollel&eModulie-
rung lang anhaltender Impulse und der Transmidsdtzung an SynapsemrHEPHERD 1988;
KANDEL undHAWKINS, 1992].

Viele Proteine, die Calciumionen binden kdonnenclzeen sich dabei durch eine besondere
Struktur aus. Diese besteht aus zwéilelices, E und F, die Uber eine Schleife aus nrehre
Aminosauren miteinander verbunden sjRERSECHINIet al.,1989]. Diese Schleife stellt da-
bei die Koordinationsstelle zum Binden von Calcil®dumlich sind diese so angeordnet, als
wenn man von der geschlossenen rechten Hand Daunte@eigefinger abspreizen wirde.
Der Daumen entspricht der F—Helix, der Zeigefindgr E—Helix und die Mulde zwischen der
Daumenmaus und dem gekrimmten Mittelfinger bilde¢ einregelmafig geformte Koordi-
nationsstelle fir das CalciumionT®vER, 1996]. In der Nahe der Koordinationsstelle, die aus

nur 30 Aminosauren gebildet wird, sind dabei s&tduserstoffatome lokalisiert RETSINGER
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1987]. Durch diese Homologie wird die gesamte StnukEF-Hand genannt und die zugeho-
rigen Proteine entsprechend EF-Hand Proteine. Bigwnbindenden Domanen, welche zu
mehreren in einem Protein vorhandenen sein konyegmen dabei vermutlich auf ein einzel-
nes Vorfahrengen zuriick §RrReTet al.,1990]. Nach der ,Exon shuffling theory* [BERT,
1978] sind daraus vermutlich die einzelnen Entwinklszweige der Proteine entstanden
[PERRETEt al.,1990].

F-Helix

24 4 -
Ca -7 ’/';. ya : \L/‘/
{ 'ﬁ/ %
\ - oy
(‘\ = \/\_,. \\)' {~'f~.l C ~
o 7 /

/

EF-Hand

Abbildung 1.1: Das Strukturprinzip einer Calciumbindestelle voniwadbindenden Proteinen der EF-Hand Familie. Diese
wird aus einer hochkonservierten Helix-Schleife-Helix Eingeltildet, die allen Proteinen dieser Familie gemein ist (Abb

dung entnommen und verandert aug¥&R, 1996).

Bis heute sind bereits Uber 160 verschiedene PRPeotieser Familie identifiziert, die sich
groftenteils in 10 Subfamilien untergliedern lasgegRsECHINIet al.,1989]. Innerhalb von
Zellen kénnen diese in unterschiedlichen Vergedadifungen auftreten. Eine Vielzahl sind
bereits im zentralen Nervensystem der Vertebratahgewiesen [z.B.AJDE et al.,1981;
PERSECHINIet al.,1989;ROGERS 1989;R0OGERSet al.,1990;BAIMBRIDGE et al.,1992], wobei
viele neuronale Subpopulationen allerdings nuritmeste CaBP’s exprimieren fBMBRIDGE

et al.,1992]. Auch als Komponenten des Cytoskeletts smtaschrieben [SiLEICHEREt al.,
1990].

Eine Stérung des Vorkommens dieser Proteine semuwtlich in direktem Zusammenhang
mit vielen humanpathogenen, neurodegenerativen KReten [HEizZMANN und BRAUN,

1992]. Ebenfalls wird ein Zusammenhang mit dem D&yndrom vermutet, bei dem auf
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dem fehlerhaften Chromosom 21 die Information fimeeUntereinheit des S-100 Proteins
kodiert ist [ALLORE et al.,1988], welches in Gliazellen abundant ise[EMANN und BRAUN,
1992].

Obgleich die genaue Funktion der CaBP’s bis heot#h micht geklart ist, legen die Vertei-
lungsmuster nahe, dal3 sie nicht an den grundlegeBdenschaften von Neuronen beteiligt
sind, wohl aber die Eigenschaften einzelner nedeorsubtypen mitbestimmen pB/BRIDGE

et al.,1992]. Gleichzeitig mul3 jedoch bemerkt werden, daR hohe Konservierungsgrad
[PARMENTIER, 1990;R0OGERSet al.,1990] sowie ihr Zusammenhang mit einzelnen Krankhei
ten die Vermutung nahe legt, dal3 sie neben denefPuiind Binden von freiem Calcium
noch weitere Funktionen besitzen.

Durch ihre gute Loslichkeit sind diese Proteine glemlich im gesamten Cytosol prasent,
ebenso wie in den dinnen, plasmatischen Auslawi@mnNeuronen. Durch diese Verteilung
eignen sich Antikorper gegen CaBP’s als hervorrdgéWerkzeuge, um einzelne Neuronen-
populationen in vielen Teilen des Nervensystemstsidunmer Verbindungen aufzuzeigen
[BAIMBRIDGE et al.,1992].

In dieser Arbeit werden exklusiv die beiden CaBRb{@adinp2sk (CB) und Calretinin (CR)
untersucht. Von diesen ist bekannt, daf} sie inraiten auditorischen System vieler Ver-
tebraten auftreten. Calbingjisy ist ein Protein der EF-Hand Familie mit einer Mas®n
etwa 28k Dalton, welches in vielen Neuronen dedratam und peripheren Nervensystems
von Vogeln, Saugern und anderen Spezies vorkommtHERIDGE et al.,1992]. Es besitzt
sechs EF-Hand Domanen von denen zwei scheinbat @ger nicht mehr in der Lage sind
Calciumionen zu binden BRMENTIER et al.,1987].

Im Gegensatz zu der kleineren Calbindin Variante9kbDa erscheint nur dieses in Neuronen
und wurde erstmalig dargestellt im intestinalenkTdes Hihnchens, in dem beide nebenein-
ander vorkommen. Das Vorkommen im Intestinaltrdkt, Niere und im Drisengewebe wird
dabei Uber die Konzentration von 1,25-Dihydroxyavitin D gesteuert ANDE et al.,1981].
Aus diesem Grund findet sich in alteren Literatuhéiufig die Bezeichnung Vitamin D ab-
hangiges CaBP [z.BAJDE et al.,1981;R0OTH et al.,1981]. Inzwischen ist der Name Calbin-
dinp2sk gebrauchlich, zumal sich gezeigt hat, da3 dasréteft im Gehirn der Vertebraten
offensichtlich unabhangig ist von der Konzentratib@25-Dihydroxy-Vitamin D’s [BRSE-
CHINI et al.,1989].

Calretinin ist ein weiteres Protein der EF-Hand HenjBAIMBRIDGE et al.,1992], welches

ein Homologon zum CB-Protein darstelltd®Rs 1987] und nach cDNA Analysen zu 60%
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mit diesem Ubereinstimmt (F&GERSet al.,1990]. Vier EF-Hand Domé&nen konnten bei diesem

Protein bestimmt werden fRSECHINIet al.,1989].

1.2 Calciumbindende Proteine im ZNS der Vertebraten

Die umfassendste Kartierung fur die beiden CaBRbi@dinyzsx und Calretinin liegt vom
Gehirn der Ratte vor [BMBRIDGE et al., 1992]. In der Aufrechterhaltung der Ca
Homeostasis scheinen calciumbindende Proteinegeofie Rolle zu spielen. Sie sind sowohl
bei Vogel als auch Saugern stets abundanGHRs 1989;PARKS et al.,1997].

Die Analyse der endogenen Verteilung dieser Pretkann dabei potentiell unterschiedliche
Organisationen des Gehirns aufdecken. Die Funktieise selbst jedoch kann dadurch nicht
dargelegt werden. Die Ergebnisse kdnnen nur alsdiage fur weitere, eingehendere Unter-
suchungen dienen. Im Vergleich mit diesen konneh giann grundlegende Mechanismen
abzeichnen. Ebenso besteht die Mdglichkeit, Vechkeizu anderen Arten zu ziehen, um Ahn-
lichkeiten und allgemeine Organisationsprinzipiafzadecken.

Ein gemeinsames Vorkommen von Substanzen kann dabki RKAHASHI et al. (1987) auf
zwei Moglichkeiten hinweisen: Zum einen kann did§anz fur die Signalverarbeitung notig
sein, auf der anderen Seite kbnnen die Zellen aumdn gemeinsamen Marker enthalten, weil
eine ahnliche Entwicklung durchlaufen wurde.

Neben den Saugern sind die Vogel die einzige Klatisesowohl ein komplexes Innenohr als
auch eine komplexe Vokalisation entwickelt habemifiMEY et al.,1985]. Zusatzlich lassen
sich viele Stationen der afferenten Horbahn homsieen.

So entspricht der Nucleus angularis (NA) der Vaggmutlich dem posteroventralen cochle-
aren Nucleus (PVCN) [BoRD, 1968] und der Nucleus magnocellularis cochleatigl dem
anteroventralen cochlearen Nucleus (AVCNARRs et al.,1983]. Die Aufgabe der zeitlichen
Koinzidenzdetektion, die beim Vogel vom Nucleus ilaanis (NL) Ubernommen wird, ge-
schieht in der medialen superioren Olive (MSO) $@&uger [RKAHASHI et al.,1987].
Akustische Raumkarten entstehen in beiden Entwigldaweigen erstmals im Mittelhirn. Je
nach Autor werden hier unterschiedliche Bezeicheangerwendet wie Colliculus inferior
(IC) [TAKAHASHI et al., 1987], Nucleus mesencephalicus lateralis, parsatisrgMLd)
[KUENZEL und MAssoN 1988] oder Torus semicircularisyBLLES et al.,1994].

KUBKE und G\RR (2000) weisen darauf hin, dadRR und GDE (2000) anhand von verglei-
chenden Daten feststellen, dal3 das Huhn den plegitran Zustand eines auditorischen Sys-
tems darstellt. Aus diesem Grund eignet sich dialyse dieses Systems, um grundlegende

Aussagen uber die einzelnen Stationen der Gehorhalmeffen.
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1.3 Fragestellung und Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Verteiludgr calciumbindenden Proteine Calbin-
dinpzsk und Calretinin in der afferenten Horbahn des HuHBallus gallus f. domestiean-
nerhalb der ersten Lebenswochen immunhistochendacrustellen. Weiterhin soll die Un-
tersuchung klaren, ob es zu altersbedingten Verandgen im Auftreten kommt, obwohl das
Huhn als Nestflichter zum Zeitpunkt des Schlupfereits Gber ein gut entwickeltes Gehor-
system verfugt. Aus diesem Grund werden in diesagdstellung nur minimale Veranderun-
gen des Auftretens erwartet.

Weiterhin soll an Hand dieser Ergebnisse bestimmatden, ob sich Subpopulationen von
Neuronen erkennen oder ganze Kerngebiete an Haed\ferteilung an CaBP untergliedern
lassen.

Neben den Innenohren werden in Dunnschnitten désrii@edie folgenden Kerngebiete der
afferenten Horbahn auf Calbingiax und Calretinin untersucht:

- Nucleus angularis (NA)

- Nucleus magnocellularis cochlearis (NM)

- Nucleus laminaris (NL)

- Nucleus olivaris superior (OS)

- Nucleus lemniscus lateralis (LL)

- Nucleus mesencephalicus lateralis, pars dorsalisi{fM

Daneben sollen die Faserverbindungen zwischen lagzeauditorischen Kerngebieten, so-
fern sie sich mit einem der beiden Antikorper dalsh lassen, gezeigt werden. Weiterhin
wird ein Kerngebiet beschrieben, welches in deeraitur bislang nicht erwahnt wird, aber
von verschiedenen Autoren als auditorisch idemtifizwvurde [KAISER, personliche Mittei-

lung].

Schulz, 2001: Verteilung von Calbingig und Calretinin in der afferenten Hérbahn @allus gallus f. domestica 11



Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Tiere und Tierart

Bei der untersuchten Tierart handelte es sichGatius gallus f. domesticaRasse ,selected
leghorn‘. Die Tiere wurden aus dem Institut fur I3gélzucht der Tierarztlichen Hochschule
Hannover bezogen und hatten ein Alter von wenigend&n nach dem Schlupf bis hin zu 40
Tagen. Das Alter wird hier mit P fur engl. postlmtnach dem Schlupf, angegeben. Die dar-
auf folgende Zahl entspricht den Tagen nach dentuthverwendet wurden PO(5), P1(2),
P13(3), P19(1), P25(1), P29(1) und P40(1). In Klaammjeweils die untersuchte Anzahl der
entsprechenden Altersstufe. In Tabelle 2.1 sindTake-ID's, der Schlupftag, das Alter und
das Gewicht der einzelnen Tiere aufgeflhrt.

Alle Versuche sind nach den Bestimmungen des deenstierschutzgesetzgBvELF, 1998]

in der Novellierung vom 25.05.1998 an der Tier&eh#n Hochschule Hannover/Institut fur
Zoologie durchgefuhrt worden. Es handelte sich dabre einen anzeigepflichtigen Tierver-

such zur Organentnahme (Aktenzeichen 99/189).

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die verwendeten Versuchstiere

Tier ID Schlupf Alter Gewichtin g
HK 37 09.03.2000 P 25 212
HK 38 22.03.2000 P19 127
HK 39 22.03.2000 P29 235
HK 40 05.05.2000 PO 46
HK 41 05.05.2000 PO 45
HK 42 06.05.2000 P13 76
HK 43 06.05.2000 P13 62
HK 44 26.05.2000 PO 41
HK 45 26.05.2000 PO 41
HK 46 08.06.2000 P1 42
HK 47 08.06.2000 P1 35
HK 48 07.07.2000 PO 45
HK 49 21.06.2000 P 40 344
HK 50 25.08.2000 P13 82
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2.2 Anasthesie

Vor Beginn der Organentnahme wurden die Tiere raitt&barbital (20mg/ml, Natriumsalz)

narkotisiert. Die applizierte Menge betrug 500u0Q@l, wurde intramuskular verabreicht
und fuhrte im weiteren Verlauf zum respiratorisci&itistand.

Alle weiteren Schritte folgten, nachdem das Tier ehirurgisches Narkosestadium erreicht
hatte [@MPBELL und LAWSON, 1958] und keine Reaktionen mehr auf Schmerzreimgeze

Die Uberpriifung erfolgte anhand des Krallenreflexefein Zwicken.

2.3 Perfusion

Nachdem ein tiefes Narkosestadium erreicht wordan wurde der Bauchraum eréffnet. Von
dort ausgehend erfolgte die Durchtrennung des Beirsd, bis das Herz frei zuganglich war.
Fur die Dauer der Behandlung wurden die Rippenemir Spreizklammer fixiert und ausei-
nandergehalten. In einigen Fallen wurde ein TailRippen entfernt, um eine besser Zugéang-
lichkeit zum Herzen zu gewébhrleisten.

In das noch aktive Herz wurde in den linken Vemtrigine Kanile gesetzt, durch welche die
Losungen fur die Perfusion zugefuhrt wurden. Eihrfiit in das rechte Atrium ermdglichte,
dal3 das Blut abflieien konnte. Die Losungen wurigch eine pericyclische Pumpe (Cole-
Parmer, Masterfléx Model 7554-95) mit einer Frequenz von etwa 1-2zdgefiihrt, ange-
paf3t an den reduzierten Herzschlag zu Beginn déudten.

Zum Spulen des Gefal3systems wurde 0.85% Kochsaigiogerwendet, der 0.5% Natrium-
nitrit zur GefalRerweiterung zugesetzt waren (pH.7Ms Kontrolle fur den Erfolg des Aus-
spulens diente der Zustand der Leber, welche nashgen Sekunden in Folge des Blutver-
lustes ihre tiefrote Farbung verlor und einen leg#iblichen Farbton annahm.

Weiterhin wurde der gréf3te Teil der Erythrocytes dem Gefal3system des Gehirns entfernt,
welche einen starken Hintergrund bei der spateiambobenzidin (DAB)-Entwicklung ge-
geben hatten. Zudem wurde ausgeschlossen, dal¥degtén unter der nachfolgenden For-
maldehydbehandlung koagulierten und Kapillaren rolesten konnten, was zu einer Beein-
trachtigung der Fixierung héatte fihren kénnen.

AnschlielRend wurde zur Fixierung eine 0.1M Phogpifériosung (pH 7.4) mit 4% Formal-
dehyd zugefuhrt. Die Spillésung besall Raumtempeidigl Temperatur des darauf folgen-

den Fixiermittels lag bei etwa 5°C.
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Nach etwa 20 bis 30 Minuten der Fixierung wurde Riggfusion abgebrochen. Zur Kontrolle
des Perfusionserfolges diente neben der Steifesigdsamten Korpers auch die des Augenli-

des. Die Perfusion wurde an allen Tieren erfoldreiarchgefihrt.

2.4 Praparation

Vor Beginn der eigentlichen Praparation wurde dadadder dekapitiert und der Kopf in 0,1M
Phosphatpuffer mit physiologischem Salzgehalt fiindestens 20 Minuten eingelegt, um
eventuelles Formaldehyd aus dem Gefieder zu emtfiern

Zuerst wurden die Knochenkapseln, in welchen direehohren liegen, herausprapariert und
diese anschliel3end separat aus den Knochen gewdmémschluf3 wurde auch das Gehirn
vollstandig herausprapariert. Dies geschah sowohldorsal, um eine Verletzung im vorde-
ren Telencephalon zu vermeiden, als auch von Ventradas Mittelhirn nicht zu verletzen.
Die entnommenen Organe wurden fir weitere ein s Stunden in 4%iger Formaldehyd-
Phosphatpufferldsung nachfixiert, um die Stabilités Gewebes weiter zu erhdéhen.

Zur Kryoprotektion des Gewebes beim nachfolgendefri€@schneiden wurde des Gehirn fur
mindestens 12 Stunden in phosphatgepufferter Salalp (PBS) mit 30% Saccharose auf
einem Schattler bei 4°C inkubiert. Wahrend es zgile der Behandlung noch an der Ober-
flache schwamm, erhohte sich im Laufe der Nachtspgazifische Gewicht durch die eindrin-
gende Zuckerldésung soweit, dal’ es zu Boden sank.r&dgliche Zellschadigung durch Eis-
kristallbildung im Cytoplasma wahrend des Auftauaot dem Messer und der Uberfiihrung

in die Auffanglésung wurde somit weitgehend verleirtd

2.5 Schneiden der Praparate

Da sich weder im oberen Kleinhirn noch in der Lilzgiiir diese Arbeit relevante Anteile der
Gehorbahn befanden, konnten diese entfernt wefdanu wurden die Kleinhirnstiele vor-
sichtig mit einer Schere durchtrennt und das gesdftginhirn abgenommen. Die darunter-
liegende Lingula wurde mit einer Pinzette vorsiglabgehoben.

Vereinzelt wurde nur ein Teil des Kleinhirns entierum an Hand der laut Literaturangaben
starken ImmunreaktionenANDE et al.,1981;RoTH et al.,1981; ROGERSet al.,1990] eine
Referenz fir die Effizienz der Methode und die Kiifgtat der Antikbrper zu haben. Diese

Immunreaktion konnte in allen darauf kontrollier@areichen dargestellt werden (Vergleiche
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Abbildung 2.1 a und b).

Far die hier vorliegende Arbeit wurden Frontalstienangefertigt sowie zur Rekonstruktion
des MLd eine linke Gehirnhélfte sagittal geschniiedK49, P40).

Frontalschnitte:

Vor dem Auffrieren des Gehirns wurde mit einer [Redinge ein Referenzschnitt im Vorder-
hirn gelegt, um eine glatte Flache zum Auffrierenezhalten. Die Ausrichtung des Préparates
wahrend des Auffrierens erfolgte stets so, dal3Hierstamm eine mdglichst gerade Linie
bildete, zu der senkrecht die Schnittebene lag.

Um in den spateren Schnitten die linke und recleiéeSlifferenzieren zu kdnnen, wurde e-
benfalls mit einer Rasierklinge die linke Seite sbivdes Mittel-, als auch des Stammbhirns
ventrolateral angekerbt. Dies geschah mit entspretdr Vorsicht, um nicht Kerne der Ge-
horbahn in Mitleidenschatft zu ziehen.

Sagittalschnitte:

Sagittalschnitte sind nur von einer linken Gehitftadzon HK49 angefertigt worden. Dazu
wurde das Gehirn nach der normalen Kryoprotektio30%iger Saccharoseldsung aus der
Losung entfernt und vorsichtig mit einem fussedreifuch (Kimwipes, Kimberly Clark) tro-
cken getupft. Anschliel3end wurde das Gehirn inminverbereiteten Schalchen, in dem be-
reits eine Schicht Gelatine eingegossen und abdfek@ah ausgerichtet und mit weiterer Ge-
latine-Losung von etwa 37°C ausgegossen. Die Bumhgtn Gelatine war nétig, da entgegen
den Frontalschnitten, in der sagittalen Ebene vieide des Gehirns keinen direkten Zusam-
menhang in der gleichen Schnittebene besitzen. rénéels waren die Schnitte beim
Schneiden auseinandergefallen und die Relationcieris den einzelnen Anteilen verloren-
gegangen.

Nachdem die Lésung bei 4°C fest geworden war, wdake umgebende Schéalchen entfernt
und der gesamte Gelatineblock mit dem eingebet@®ggnrn in eine 30% Saccharoseldsung
mit 4% Formaldehyd zur Nachfixierung der Gelatiberdthrt.

Nach einer Nacht bei 4°C und kontinuierlicher Bewrsgywurde der Block soweit zurechtge-
schnitten, dal3 an allen Seiten des Gehirns etws 8 Blillimeter fixierte Gelatine Uberstand.
Zur ldentifizierung der Seiten wurde eine Kerbedie Gelatine geschnitten. Aufgefroren
wurde das Gehirn mit der medialen Seite. Die Rieftdes Schnittes verlief von ventral nach
dorsal.

Im weiteren Verlauf glichen sich die Arbeitsschitiir beide Praparatserien wieder:

Mit Hilfe eines Kryomikrotoms (Microm, HM 500 OM) wwden von den Gehirnen DUnn-
schnitte von 40um Starke angefertigt. Der Messéw@libetrug 16°, die Temperatur der Box
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+5°C. Die Objekttemperatur wurde im Laufe des Sateres von anfanglich —40°C auf bis zu
—15°C erhoht, wenn sich der Abstand Messer zu @itk verringerte.

Die Schnitte wurden mit einem Pinsel vom Messereabgimen und in 0.1M Phosphatpuffer
aufgefangen (pH 7.4). Dies geschah in Cell Wells 8omal 4 Feldern der Firma Corning,
New York. Je nach Alter und individuellen GroRerusthieden der Tiere wurden von jedem
Gehirn zwischen 170 und 210 Schnitte gewonnen. l@ggsen wurde jeweils vom Hirnstamm
bis Uber das Mesencephalon hinaus. Sagittal wurgleHainhalfte vollstdndig geschnitten,
wobei etwa 190 Schnitte gewonnen wurden.

Die Schnitte 1 bis 6 wurden dabei in der erstetednijeweils einer Saule (=Spalte) abgelegt,
die Schnitte 7-12 jeweils in einer Saule der zweReihe und so fort. Der 25., der 49. und so
fort Schnitt wurde wieder in Saule eins, Zeile ales gleichen Cell Wells abgelegt.

Diese Methode ermdglichte es, benachbarte Schailitéenierend immunhistochemisch zu
behandeln, indem in jeder S&ule ein beliebigerk@mper zugesetzt werden konnte.

Durch diese Methode war es mdglich fur die einzel8ehnitte beim Aufziehen auf Objekt-
trager die exakte Position innerhalb des Gehirngugeben. Zwei aufeinanderfolgende
Schnitte in einem ToOpfchen hatten einen Abstand (@®schnitte pro Reihe * 4 Reihen *
40um Schnittdicke =) 960um.

2.6 Immunhistochemische Bearbeitung der Proben

Die gesamte immunhistochemische Behandlung wurdk dar ,free-floating® Technik und
Avidin-Biotin-Complex (ABC) Methode durchgefuhrtid® geschah direkt in den Cell Wells,
indem die entsprechende Losung jeweils zugegebedeanund die Schnitte darin frei flottier-
ten. Fur die Waschschritte wurden die Schnitteelbstgefertigte Waschschalen Uberfuhrt,
die auf der Unterseite keinen Boden besalRen, soraerfeinmaschiges Gitter, so daf3 ein-
fach nur die unterstehende Schale mit der Losungdeselt wurde und nicht in jedem Topf-
chen pipettiert werden muf3te.

Von allen immunhistochemisch reagierenden Substanzarde eine Lésung von 500ul in
den entsprechend unten angegebenen Konzentraiioen Cell Wells vorgelegt. Durch das
groRere Volumen der in Gelatine eingebetteten $tehmiurden fur die sagittalen Schnitte
1000ul vorgelegt.

Zuerst wurden die Schnitte mit 210mM Phosphatpufier, 0.3% Wasserstoffperoxid enthielt,

fur 30 Minuten inkubiert. Das Wasserstoffperoxidsetzte dabei eventuell vorhandene endo-
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gene Peroxidasen, die im spateren Entwicklunggseimen starken Hintergrund liefern wir-
den.

AnschlielRend wurde 5 mal 5 Minuten mit 10mM PBS (pH) gewaschen, um verbliebenes
H.0, zu entfernen.

Im Anschluf3 daran wurde der primare Antikoérper iimee Konzentration von 1:5000 zuge-
setzt. Das Solvens war 10mM PBS mit einem Zusate Mton X100 (PTX), pH 7.4. Wei-
terhin enthielt die Losung 3% ,Normal Goat SerulGS). Diese Konzentration wurde vor-
her im Labor fir die im folgenden angegebenen BAedtis optimal ermittelt und stellten gute
Ergebnisse sicher.

Alternierend wurden in den jeweiligen Saulen deil @éells Antikdrper auf Calbindisgsk
und Calretinin verwendet. Es handelte sich dabeirabbit-anti-Calbindipzsk und rabbit-
anti-Calretinin (beide Swiss Antibodies, Swant). Wpéter eventuelle Kreuzreaktivitaten
ausschlieRen zu kdnnen, wurde zusatzlich ein monalkdr mouse-anti-Calbindigsx Anti-
korper (Swant) eingesetzt. Die Proben wurden tksrhiNbei 4°C und stdndiger Bewegung
auf einem Schuttler (IKA Vibrax VXR) inkubiert.

Am néchsten Tag wurden die Schnitte zuerst wideal 5 Minuten in 10mM PBS (pH 7.4)
gewaschen, um primare Antikoérper, die nicht im Gesvgebunden waren, zu entfernen.
AnschlielRend wurden die Schnitte in die Losung skdaindaren Antikdrpers Uberfuhrt. Es
handelte sich dabei um einen biotinylisierten goat-rabbit Antikérper (Vector Laborato-
ries) sowie goat-anti-mouse bei den monoklonalenk@rpern (Vector Laboratories) in einer
Konzentration von 1:200 in PBS mit 3% Normal Goatusn. Die Inkubationszeit war eben-
falls Uber Nacht bei 4°C auf dem Schdttler.

Nach der Inkubation wurde wieder 5 mal 5 Minutenh B@®mM PBS (pH 7.4) gewaschen, um
Uberschussige Antikorper zu entfernen.

Die folgende Behandlung der Praparate mit dem AviRiotin-Complex geschah wieder Uber
Nacht bei 4°C auf dem Schiittler. Die eingesetztezeatration lag bei 1:200 in 10mM PBS.
Nach wiederum 5 maligem Waschen in PBS (pH 7.4Maruten wurde eine Vorbehandlung
fur die Diaminobenzidin (DAB) Entwicklung durchgéiii. Dazu wurden die Schnitte 2 mal 5
Minuten in Acetat-Imidazol Puffer gewaschen undatdmin einer DAB-Imidazollésung (pH
6.5) mit Nickelintensivierung entwickelt. Die Dauger Entwicklung erfolgte durch visuelle

Kontrolle des blau-schwarzen Reaktionsproduktes.
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Abbildung 2.1: Immunreaktionen des Cerebellums: a) P40, Calbindin monqkitendlich angefarbt sind die Purkinje Zel-
len sowie die Fasern der Molekularschicht; die FaseriKdmerschicht zeigen eine deutlich verringerte Immunreakbpn;
P40, Calretinin, die Purkinjezellen weisen keine Farbung afiff dand die Fasern der Kérnerschicht deutlich intensiv ange-
farbt.

In beiden Fallen dorsal oben und lateral zur Rechten. Die SElheititzen einen Abstand von 40um zueinander und zeigen
jeweils das gleiche Areal des Cerebellums.
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Die in den hier beschriebenen Experimenten beobtahEntwicklungszeiten betrugen zwi-
schen 3 und 8 Minuten.

Anschlie3end erfolgte noch ein einmaliges Waschehcetat-Imidazolpuffer und 10 Wasch-
vorgange in PBS, alle je 5 Minuten, um die Entwicld vollstandig abzubrechen und ver-
bliebenes DAB zu entfernen.

In Kontrollproben wurde eine PTX Losung verwendiet, der primare Antikorper fehlte. Die
Inkubationszeiten sowie die weitere Behandlunglgtdowie oben beschrieben. In keinem

Fall wurde dabei eine spezifische Immunreaktigédehen.

2.7 Aufziehen der Schnitte auf Objekttrager

Im Anschlu3 an die Immunhistochemie wurden die 8thnauf chromalaungelatine-
beschichtete Objekttrager aufgezogen.

Die Anordnung erfolgte stets so, dal3 die vier witenderliegenden Topfchen einer Saule
ebenfalls untereinander aufgezogen wurden und rextits der jeweils rostralwarts nachste
Schnitt folgte. Die Abstéande auf einem Objekttragetrugen somit untereinander 240um und
nebeneinander 960um.

Um ein besseres Ausrichten auf dem Objekttragegexvhrleisten, wurde in diesem Schritt
mit PTX gearbeitet. Nach einer mindestens 12 sgerdiTrocknungszeit wurden die Objekt-
trager noch fur mindestens 30 Minuten im Warmesdhizei 60°C erhitzt, um eine optimale
Haftung zwischen Schnitt und Gelatine sicherzustell

Nach Abkuhlung wurden die Préaparate Uber die agkstele Alkohol- und Xylolreihe (VE
H,O, 70%, 80%, 90%, 96%, 100%, 100%, 100%, XylolyloXIl, Xylol IIl) & finf Minuten
entwassert. Einzelne Objekttrager wurden mit Nénatr@egengefarbt und Gber die Alkohol/
Xylolreihe ausdifferenziert, wobei sie nur in degld{badern finf Minuten verblieben.
AnschlieRend wurden alle Schnitte unter DPX (Fludiapedeckelt.

2.8 Mikroskopie und Bildverarbeitung

Die Préaparate wurden mit einem Leitz Labormikroskdppe 020-441.003) betrachtet und
ausgewertet.
Ubersichtszeichnungen sowie Skizzen der Zellenderdn Verteilung wurden an einem For-

schungsmikroskop Universal (Zeiss) mit Camera La@dgefertigt. Die verwendeten Objek-
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tive betrugen 2,5 und 6,3fach fuir Ubersichten, @@fzur detaillierten Ubersicht in Teilen von
Kerngebieten sowie 40fach flr einzelne Zellen.

Photos sowie genauere Beobachtungen wurden an &lae® Axioplan Mikroskop gewon-
nen. Die verwendeten Objektive betrugen 5fach,d0tand 40fache Vergrof3erung.

Photos wurden Uber eine im Strahlengang liegendgtdlkamera (Diagnostic Instruments,
Modell 1.3.0) aufgenommen und auf einem angesohitess PC dargestellt. Zur Digitalisie-
rung wurde Metamorph (Universal Imaging Corp., Wars4.01) verwendet. Hierunter wur-
den die Bilder mit 600dpi bei 5,55cm Breite undBi2 Tiefe/Graustufen tber den Griinkanal
digitalisiert. Nach der Einstempelung eines Eickéas in jedem Bild wurde bei gleicher dpi
Zahl die Farbtiefe auf 8 Bit reduziert, unter Plsbtop 4.0 (Adobe) nachkontrastiert und im
Tagged Image File Format (TIFF) fUr die weitere &fbeitung gespeichert. Die weitere Auf-
arbeitung der Bilder wurde unter Corel Draw 8.0r@)ovektororientiert durchgefuhrt.
Zeichnungen, die mit der Camera lucida angefentigtden, wurden erst mit Bleistift vor-
skizziert und anschlieend mit Zeichentusche aulfigé®t (Rapidograph 0.25mm, 0.35mm
und 0.50mm, Rotring). Dabei wurde immer wieder aeitn mikroskopischen Bild verglichen,
um die entsprechend darzustellende Charakteristigeavahrleisten und herauszuarbeiten.
Gleiches gilt fir Zeichnungen, die zur Verdeutliogwon Zustanden innerhalb des Gehirns
dienen sollen.

Fur die Darstellung in dieser Arbeit wurden diecbeiungen unter Photoshop 4.0 mit 600-
1000dpi gescannt und mit Corel Draw 8.0 weiteryszaet.

2.9 Zellzdhlungen und Statistik

Zur Ermittlung von eventuell altersbedingten Vduegen der CR positiven Zellen wurden
vom NA Skizzen angefertigt. Unter Corel Draw 8.0rdeium die Kerngebiete jeweils ein
Polygonzug gelegt und nach dem on top VerfahrerZdiken markiert, die eine immunhisto-

chemische Farbung aufwiesen. Die Grenze zwischesoldderalem und medioventralem Teil
des Kerns wurde an Hand von zwei Merkmalen gezoBen:Kern gleicht in seinen Umris-

sen einem auf dem Kopf stehenden L, dessen kumnzgléidfer nach lateral weist. Zum einen
diente ventral der Scheitelpunkt des L's als Stinp. Auf der dorsalen Seite wurde die
Halfte der Strecke der horizontalen Ausdehnung genen durch den die Grenzlinie gelegt
wurde. Als zusatzliche Hilfe fiir den ventralen gitnkt diente zudem ein haufig angetrof-

fenes Blutgefal3. Fur jedes Tier wurde dies an &génitten im Abstand von 80um durchge-
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fuhrt, in denen das Kerngebiet seine maximale Aisdeg aufwies. Da in mehreren Féllen
nicht mehr als zwei Schnitte pro Tier mit diesegdfischaften zur Verfigung standen, wurde
zur gleichbleibenden Validierung auf die Zahlungmwuell weiterer vorhandener Schnitte
verzichtet.

Die Zellzahlen in den einzelnen Abschnitten wurdéer den Quotienten dorsolateral zu me-
dial in Verhaltnis gesetzt. Diese Zahl gab damjtwaie die Zellen anteilig auf die beiden Be-
reiche des Kerngebietes verteilt waren.

Das arithmetische Mittel der Quotienten eines Hexeirde dargestellt und statistisch ausge-
wertet (Statistika V.5.1, StatSoft). Dazu wurdeeidmnterschiedliche Tests durchgefthrt.

Fuar den Mann-Whitney U-Test wurden zwei Alterskatggn geschaffen. Die eine beinhalte-
te die sehr jungen Tiere der Altersstufe PO undwbiegen die anderen Kategorie alle weite-
ren zusammenfal3te. Der Auswahl lag in diesem RallAdinahme zu Grunde, daf bei den
jungsten Tieren der zweiten Kategorie (ab P13) lduwen Abstand zum P1 Stadium eine
deutliche Verdnderung zu sehen sein mifte, fallkavalen. Die Signifikanzgrenze wurde
mit p=0,05 festgelegt.

Fur den Kruskal-Wallis ANOVA Test wurden die Kateigo gleich den sieben untersuchten
Altersstufen gesetzt um zu erkennen, ob sich zwisalen einzelnen Altersstufen Verande-
rungen zeigten. Die Signifikanzgrenze wurde ebénfait p=0,05 festgelegt.

Um einen Zusammenhang der dorsolateral liegendiéenZien Bezug zum Alter zu erkennen,
wurden die Prozentwerte der dorsolateral liegern@dRnpositiven Zellen nach der Spearman
Rank Order Korrelation mit dem absoluten Alter beete Dies geschah, um festzustellen, ob
der im Mikroskop gewonnene Eindruck statistischtBed hat. Die Signifikanzgrenze wurde
mit p=0,05 festgelegt.

Weiterhin wurde mit der Spearman Rank Order Koti@tadie absolute Zellzahl der CR po-
sitiven Zellen im NA mit dem absoluten Alter veddlen. Dies geschah, um festzustellen, ob
sich die Anzahl der absolut CR positiven ZellenNi&A im Bezug zum Alter veranderte. Die
Signifikanzgrenze wurde auch hier mit p=0,05 festgzt.
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2.10 Verzeichnis der verwendeten Abkirzungen

Tabelle 2.2: In der vorliegenden Arbeit verwendgiéiirzungen

Abkiirzung Bedeutung

ABC Avidin-Biotin-Complex

AK Antikbrper

AVCN Anteroventraler cochlearer Nucleus

Ca Calcium

CaBP Calciumbindende Proteine

CB Calbindiny,gy

CR Calretinin

DAB Diaminobenzidin

FLM Fasciculi longitudinalis medialis

GFAP Glial fibrillary acidic protein

HK Huhnerkiken

IC Inferiorer colliculus

1ID Intensitatsunterschied zwischen den Ohren (Interaur@hgity difference)
Ipc Nucleus istmi, pars parvocellularis

IR Immunreaktivitéat

ITD Laufzeitunterschied zwischen den Ohren (Interaural timerdiffce)
LL Nucleus lemniscus lateralis

LLi Nucleus lemniscus lateralis, pars intermedia

LLv Nucleus lemniscus lateralis, pars ventralis

MLd Nucleus mesencephalicus lateralis, pars dorsalis

MSO Mediale superiore Olive

N Nucleus

NA Nucleus angularis

NL Nucleus laminaris

NM Nucleus magnocellularis cochlearis

NVIII Nervus octavus

NVllic Nervus octavus, pars cochlearis

NVIIv Nervus octavus, pars vestibularis

NGS Normal Goat Serum

oS Nucleus olivaris superior

P Nach dem Schlupf; engl. Posthatch; nachfolgend Alter in Tagen
PB Phosphat Puffer

PBS Phosphatpuffer mit physiologischem Salzgehalt

PTX Phosphatpuffer mit physiologischem Salzgehalt und Triton X100
PVCN Posteroventraler cochledrer Nucleus

SERCA Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Calcium Uptake iRrote
SGFPv Stratum griseum et fibrosum periventriculare

SLU Nucleus semilunaris

Swant Swiss Antibodies

TIFF Tagged Image File Format

VED Nucleus vestibularis descendens

VEL Nucleus vestibularis lateralis

ZNS Zentrales Nervensystem
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3. Ergebnisse

Wenn an den entsprechenden Stellen nicht explzawd hingewiesen wird, daf es sich um
den polyklonalen Calbindiask Antikbrper handelt, beziehen sich die hier praseen CB-
Ergebnisse stets auf den monoklonalen CalbingifAntikérper. Alle Abbildungen des Ge-
hirns entstammen Frontalschnitten deren Farburenssbwie das Alter des Tieres jeweils im
begleitenden Text angegeben wird. Bei den Abbilémndes Innenohres handelt es sich um

Whole-Mount Préparate.

3.1 Immunreaktivitat der einzelnen Kerngebiete

Bei allen Versuchstieren zeigten die relevantembebiete mindestens eine Teilreaktion auf
einen der verwendeten Antikérper. Die Bestimmung iderne erfolgte durch die immun-
histochemischen Reaktionen sowie durch Gegenfarbuniyeutralrot und den Vergleich mit
dem Hirnatlas des Huhns [iENZEL und MAssoN 1988]. Eine Ubersicht tiber die schemati-

sierte Lage der dargestellten Kerngebiete und ffakex wird in Abbildung 3.1 gegeben.

Akzessorisches
Kerngebiet

dorsal
rostral

medial lateral

caudal
ventral

Abbildung. 3.1: Schematisierte Lage der Kerngebiete zueinandeandiand der Immunreaktionen gefunden wurden; dar-
gestellt fir eine rechte Hirnhélfte. Die relativen Abstédadeé GréRen sind in dieser Abbildung nicht maf3stabsgetreu wieder-
gegeben. Der NL befindet sich ventral des NM und umbhiillt dieaeh rostral. Fasern sind durch Linien dargestellt, offene
Kreise entsprechen Projektionsorten, invertierte Pfeilspiteggen ableitende Fasern an.
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3.1.1 Nucleus angularis

Der Nucleus angularis zeigte sich im Mikroskop @ngr maximalen Ausdehnung als ein um
180° gedrehtes, L-formiges Kerngebiet im dorsotdésr Bereich des Stammbhirns. Der kurze
Arm des L's wies dabei eine leichte Drehung nadde& auf, wodurch er in den Frontal-
schnitten im caudalen Bereich zuerst als dreiecligaktur erschien, die nach ventral vom
einlaufenden Nervus octavus, pars cochlearis (MYbegrenzt wurde.

Durch seine Struktur sowie durch seine Gr63e wéient zu erkennen und zu identifizieren.
Aufgrund der immunhistochemischen Reaktionen liefieh gegenliiber benachbarten Gebie-
ten abgrenzen, da im umliegenden Gewebe entwedmEranmmunreaktionen stattfanden
oder Fasertrakte eine Differenzierbarkeit ermod¢dinh

Eine Untergliederung des Kerns in mehrere Subkesenicht moéglich, jedoch zeigte sich

mindestens eine Subpopulation von Neuronen.

3.1.1.1 Calretinin
Innerhalb des Nucleus waren, wie durch Gegenfarniggsehen, nicht alle Zellen angefarbt,

sondern verschiedene Neurone unterschiedlichereéanal Form (Abbildung 3.5).

Es war stets eine erhdhte Dichte von CR-IR Neuranedorsolateralen Teil des Kernes zu
finden (Abbildung 3.2). In der ventralen Spitze déxngebietes konnte bis auf eine Aus-
nahme (HK49) bei keinem Tier eine randsténdige immaktive Zelle gesehen werden. Zu-
dem liel3 sich im mikroskopischen Bild eine Veranaeyim Bezug zum Alter vermuten.
Wahrend bei den jungen Tieren (PO und P1) die tibgemde Mehrheit der Zellen im dorso-
lateralen Abschnitt zu sehen waren, nahm das Merk&orsolateral zu medial mit zuneh-
menden Alter ab. Neben der Tier-ID sind in Tab8ll# die Kategorien fur die Statistik, die
Ergebnisse der Zahlungen sowie die arithmetischitelerte angegeben und der Prozent-
satz, wieviel Zellen sich im dorsolateralen Teildrelen.

Nach dem Mann-Whitney U-Test mit den beiden Kategodung und Alt, wie in der Tabelle
3.1 angegeben, zeigte sich keine statistische Signifikeuf einen Unterschied in den Quo-
tientenwerten (p=0,110233; z=-1,59719). Auch deanskal-Wallis ANOVA Test mit sieben
Alterskategorien (PO bis P40) ergab keine Signifkgp=0,4513).

In Abbildung 3.3 sind die Quotienten dorsolateralmedial als Boxplots gegen das Alter
aufgetragen. Trotz der nicht erreichten Signifikgnenzen lalt sich erkennen, dall ab dem
Alter P19 keine Quotientenwerte mehr Uber 0,9 hegdugenscheinlich ist, da? die hohen
Werte ausschlie3lich in den ersten drei KategoA8rbis P13 auftraten. Der Minimumwert
im PO Stadium sowie die unteren 25% rihrten dabevan einem Tier (HK45) her.
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HK 40

‘ HK 41 |

o)
R

HK 44

: HK 45

HK 48

P1

P13

P25

P 40

Abbildung 3.2: Skizzen der vorgefundenen Verteilung der CR positiveerZath Nucleus angularis der verschiedenen
Altersstufen. Der angegebene Maf3stab entspricht jeweils 200umAbdiemd zwischen 2 Schnitten 80um; in allen Fallen
dorsal oben und lateral zur Rechten.

Schulz, 2001: Verteilung von Calbingig und Calretinin in der afferenten Hérbahn @allus gallus f. domestica 25



Ergebnisse

Der Vergleich der Gesamtzellzahlen in Bezug zunerAliach der Spearman Rank Order Kor-
relation ergab ebenfalls keinen Hinweis darauf, d@?Anzahl der immunhistochemisch an-
gefarbten Zellen mit zunehmendem Alter ansteigd(p69376; R=0,357598).

Tabelle 3.1: Ergebnisse der Zellzahlungen fiir den Nucleus angularis

1. Schnitt 2.Schnitt Arith. | Arith.
+80um Mittel | Mittel | %
Tier ID | Alter |Kate-| Zellen | Zellen | Zellen| Quotient| Zellen | Zellen | Zellen | Quotient| der | der |Dorso-
gorie[ medial| dorsolat ge- |[dorso:meq medial | dorsolatf gesamt|dorso:meq Zell- | Quo- | lateral
samt zahl [tienten
HK40 | O | jung| 47 47 94 1 47 46 93 0,979 935 0,98 49,73
HK41 0 |jung| 18 28 46 1,556 26 40 66 1,539 56,0 1,55 76,78
HK44 0 | jung| 38 73 111 1,921 41 50 91 1,22( 101,0,57 | 60.89
HK45 | 0 | jung| 51 33 84 0,647 49 27 76 0,551 80,0 060 37,50
HK48 | 0 | jung| 39 40 79 1,026 32 32 64 1,00d 715 1,01 50,34
HK46 1 | jung| 44 32 76 0,727 63 28 91 0,444 835 0,59 35,32
HK47 1 | jung| 26 36 62 1,385 40 38 78 0,950 70,0 1,47 52,00
HK42 | 13 alt 51 47 98 0,922 42 44 86 1,048 92,0 0,98 4p,45
HK43 | 13 alt 51 52 103 1,020 45 42 87 0,933 95,0 (0,98 49,47
HK50 | 13 alt 54 43 97 0,796 44 41 85 0,93p 91,0 086 4B,15
HK38 | 19 alt 62 42 104 0,677 61 41 102 0,67 1030067 | 40,29
HK37 | 25 alt 50 33 83 0,660 26 16 42 0,61b 62,5 0,64 3P,20
HK39 | 29 alt 65 27 92 0,415 62 30 92 0,484 92,0 045 3p,97
HK49 | 40 alt 69 55 124 0,797 67 58 124 0,866 1240583 | 45,38

MA: Boxplot der Quotienten-Kruskal Wallis  ANMOWA Prozentsatz der dorsalateral liegenden Zellen im Yergleich zum Alter
18 y=49 804-0 314 x+eps
64

a8

0.8 7

0.6

Quotient der Zellzahl darsolateral:medioventral
Prozentsatz der Zellen dorsolateral

04
T Min-Max I
02 1 25%-75% i
' FOO PD1 P13 P18 P25 P20 P40 8 Median val -5 5 15 25 35 45

Altersstufe Alterin Tagen
Abbildung 3.3: Boxplots der Quotienten im Vergleich zumAbbildung 3.4: Prozentuale Verteilung der Zellen in den
Alter in Tagen einzelnen Alterssufen

Die Prozentzahl der dorsolateral gelegenen CRipesiZellen im Vergleich zum Alter wies
dagegen eine statistische Signifikanz auf (R=-06916p=0,030926). Trotz der individuellen

Varianz erscheint hier eine Korrelation’éR0,33235).
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Abbildung 3.5: Immunreaktionen des Nucleus angularis; a) PO, Calrdtin?t3, Calretinin, die Grenzen des Kerns sind in
der Calretininfarbung teilweise nicht deutlich und nur schevebestimmen; c) P40, Calretinin, zusammengesetzt aus zwei
Einzelbildern; d) PO, Calbindiag, polyklonal, teilweise deutliche Reaktionen im dorsalen NA, im Gsaferzu den Area-
len, die auch der monoklonale Antikdrper farbt, aber deutlich &cher; e) P13, Calbindipsx monoklonal, entgegen dem
polyklonalen Antikdrper konnten hier keine immunreaktiven Zdlerdorsalen NA gesehen werden, ventral die Fasern, die
horizontal den Kern passieren; in allen Fallen dorsal oimerateral zur Rechten.

3.1.1.2 Calbindipzsk
Fiar den monoklonalen Calbinginz-Antikorper konnten im Nucleus angularis keine immu
reaktiven Zellen nachgewiesen werden. Bei der Veduag des polyklonalen Antikorpers

wurden teilweise leicht angefarbte Zellen gesela#n,sich in der Intensitat nur leicht vom
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Hintergrund abhoben. Dazu traten einige Zellen diaf,zum Teil eine deutliche Immunreak-
tivitat zeigten, aber insgesamt schwacher warennaBereichen, in denen sowohl der mo-
noklonale wie auch der polyklonale AK eine Anfargurewirkte (Abbildung 3.5 d).

In den Schnitten, in denen der NA in seiner vokersdehnung erschien, konnten im ventra-
len Bereich einzelne Fasern dargestellt werden.dBeiAltersstufen PO und P1 waren diese
nur sehr schwach angefarbt. Ab der Altersstufe Wafn diese Fasern deutlich zu erkennen
(Abbildung 3.5 e). Die hochste Dichte dieser Fassefand sich dabei stets in der ventralen
Spitze des Kerns und nahm nach dorsal hin ab.

In einigen Féllen wurden am dorsalen Rand sehreg#dllen beobachtet, die mit einem Teil
ihres Zellkérpers in das Kerngebiet hineinragtezred Auslaufer jedoch alle in den dinnen
Fasertrakt dorsal zwischen NA und dem vierten \fegittiefen. Vom Aussehen her entspra-
chen diese den immunreaktiven Zellen, die in deslduern der cerebellaren Pedunkel ge-

funden wurden.

3.1.2 Nucleus magnocellularis cochlearis

Der Nucleus magnocellularis cochlearis war im Mgkap leicht an Hand seiner Form und

der dichten Zellpackung zu erkennen. Er erschieRrontalschnitten als flach ovaler Kern,

der in der horizontalen seine gréf3te Ausdehnungfesd nach rostral seine Position leicht
nach medial verlagert.

Umgeben wurde er stets von einem deutlich sichtb&ieuropil. Dies setzt sich zum einen

aus dem dorsal einlaufenden Nervus octavus, patdearis zusammen, den ebenfalls auf der
Dorsalseite entspringenden efferenten Fasern zsiatgralen NL sowie den Fasern auf der

ventralen Seite, die zum kreuzenden cochlearen &imazogen.

3.1.2.1 Calretinin
Wie auch fur den NA zeigten die Zellen des Nuclmegnocellularis cochlearis eine Anti-

korperreaktion auf Calretinin. Soweit mittels Keeggnfarbungen beobachtet werden konnte,
zeigten alle Zellen des NM eine positive Reaktiom @alretinin. Dabei lieBen sich jedoch
Muster unterschiedlicher Intensitaten erkennenirdalen Altersstufen kongruent waren.

Zwei unterschiedliche Typen von Zellen konnten tdianert werden. Im rostralen Bereich
des Kerns fanden sich Zellen, die in ihrer Struktbmogen waren. Es handelte sich stets um

runde bis ovoide Zellen, bei denen nur kurze oaganrek Axone gesehen wurden und tGberwie-
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gend nach horizontal oder ventral ausgerichtet mabge Anordnung der Zellen zeigte sich
teilweise in Form von Saulen entlang der dorsoadertr Achse (Abbildung 3.6 b). Zwischen
den Zellen, welche die Saule bildeten, verliefeseFa. Die Zusammensetzung bestand aus
homogen angefarbten Zellen, die in ihrer Intengigibe Gradienten entlang einer méglichen

Achse erkennen lie3en.

Abbildung 3.6: Immunreaktionen des Nucleus magnocellularis cochleff®0, Calretinin, dorsal sind sowohl die schwach
gefarbten Fasern des NVllic, wie auch die stark gefarbtesern vom NM zum NL zu sehen (Pfeile); b) PO, Caiirgti
vergrof3erter Ausschnitt des unter a eingerahmten Areals, die Pfrkieren die gesehenen Fasern, die zwischen den teil
weise saulenartig aufgereihten Isofrequenzneuronen erledagl ¢) P13, Calretinin, caudaler Abschnitt des NM, nach
lateral hin stehen die Zellen dichter gedrangt und wesgsmandere Form auf (s. Abbildung 3.7 und 3.8), diesen aufliegend
befindet sich das im Text erwdhnte Band der schwachergefézellen (Pfeil); d) P13, Calbindin monoklonal, 40um hinter
dem in c dargestellten Schnitt, im Bereich der sich veranderndenlatendien Zellen ist die Dichte der CB positiven Fasern

deutlich héher (Pfeil); in allen Fallen dorsal oben und lataiaRechten.
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Im caudalen Bereich des NM fanden sich bei allemufauntersuchten Tieren Zellen, deren
Struktur sowohl kantiger war, als auch langerembssche Fortsétze trugen als im rostralen
Bereich. Dabei war eine Anhaufung dieser Zellenlateralen Bereich des Kerngebietes zu
verzeichnen (Abbildung 3.6 c).

Die Unterschiede im Erscheinungsbild zwischen chudd rostral werden in den Abbildun-
gen 3.7 und 3.8 gezeigt. Hier sind fur die Altarfest PO, P1, P13 und P40 reprasentativ eini-
ge Neurone aus verschiedenen Préaparaten ausgemdigezeichnet worden. Zusatzlich sind
einige Bilder mit hoher VergroRerung aus den eetdpenden Arealen abgebildet. Es ist zu
erkennen, dal3 die Neurone im caudalen Abschnti Bentiger waren und langere Fortsatze
trugen als rostral. Im Verlauf des Alterwerdensieoén die Zellen eine fortschreitende Ab-
rundung, wie auch eine Grél3enzunahme aufzuweisen.

Im caudalen Bereich dieses Kerngebietes trates siezelne Zellen auf, bei denen die Inten-
sitdt der Anfarbung schwécher war (Abbildung 3.6Ztiddem zeigte sich in allen Altersstufen
am lateralen Rand stets ein Saum von diesen Zalensich rostralwéarts bis zu der Héhe
hinzog, auf der der Nucleus laminaris in den Séemitm vollen Transekt erschien (zur Uber-
sicht: etwa dem Bereich, der in Abbildung 3.10 d bingezeigt ist). Diesem Saum legte sich
dorsal und lateral ein schmales Band an, welchee lader nur schwache Anfarbungen auf-
wies. Soweit beobachtet werden konnte, befandénhsgr nur Fasern (Abbildung 3.6 c).
Umgeben wurde der Nucleus magnocellularis cocldestgts von einem stark CR-IR positi-
ven Neuropil (siehe auch Abbildung 3.9). Wegen Dlieghte der Fasern liel3 sich der Verlauf
nur schwer bestimmen. Die Fasern, die an der Menti@eite entsprangen, zeigten eine Aus-
richtung, die Uberwiegend nach medial wies. Dieefasauf der dorsalen Seite legten den
Schlu3 nahe, dal} sie das Kerngebiet sowohl latdsabuch rostrolateral umrundeten. Diese
Fasern, die den NM auf der dorsalen Seite verlieR@uzten sich mit den einlaufenden Fa-
sern des Nervus octavus, pars cochlearis, so dhlesi teilweise schachbrettartiges Muster
ergab, da die Fasern des Nerven von der Intetng&tatur dem Hintergrund entsprachen (sie-
he Abbildung 3.6 a sowie schematische Abbildun®)3.1

Auffallig war besonders, daR die Zellen des NM,Durchlicht betrachtet, zum Rand hin eine
intensivere Farbung aufwiesen als im zentralen. Tdgiches galt auch fur Fortsatze, die in-

tensiver in der Farbung waren, als die Ubrige Zelle

Abbildung 3.7 und 3.8 (folgende Seiten): Ubersicht liber die ZelleiNdeleus magnocellularis cochlearis; im Zentralteil ist
jeweils eine Ubersicht tiber verschiedene Zellen des caudaterostralen Bereiches gegeben. Der Navigationszeiger in der
Mitte trennt dabei jeweils nach rostral und caudal sowhrden einzelnen Altersstufen. Die Photos stellen hochantlés
Abbildung einzelner CR-IR Zellen des entsprechend zugeordnetena@texddar. Zu sehen ist die kantigere Struktur der

caudalen Zellen sowie die GréRRenzunahme bei fortschreiteAdtem in allen Fallen dorsal oben und lateral zur [Ren.
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caudal rostral

Abbildung 3.7: Erlauterung siehe vorherige Seite
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rostral

Abbildung 3.8: Erlauterung siehe vorherige Seite
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Bei Zellen, die wahrend des Schneidens angeschnitbeden, liel3 sich erkennen, dal3 man in
sie hineinsehen konnte. Es zeigte sich, daR sicle lkeaktionsprodukte des Entwicklungs-
schrittes im Cytosol befanden. Die Ausnahme bildeteZellkern, welcher trotzdem ange-

farbt war und sich in vielen Fallen erkennen liaBl{ildung 3.7 und 3.8).

3.1.2.2 Calbindipzsk
In einigen Fallen war bei dem polyklonalen Calbmgix Antikdrper eine Immunreaktivitat

wie im Nucleus angularis zu verzeichnen geweserbi{dbng 3.11 e). Wie bereits beim NA
konnte mit dem monoklonalen Antikdrper keine CBZRIle angefarbt werden. Der Kern
sowie die ihn umgebenden Fasern waren bei einspethenden immunhistochemischen
Farbung deutlich abgegrenzt. Zum NL hin war einerZe nicht zu erkennen, da dieser eben-
falls keine CB Immunreaktivitat zeigte (vergl. 32 und Abbildung 3.11 d).

Auf der dorsolateralen Seite im caudalen Absclu@ft Kerngebietes konnten positive Fasern
gesehen werden, die den Kern umrundeten und die§#rerten (Abbildung 3.6 d). Das
Auftreten war kongruent zu dem Areal, welches aalr€linin negativ reagierte und in dem
vorwiegend Fasern gefunden wurden. In der Altefesd® und P1 waren diese Fasern ahn-
lich der Hintergrundfarbung nur schwach gefarbt setr diinn. Bei allen &lteren untersuch-
ten Tieren war die Intensitat starker. Zusatzlialraden im caudalen Bereich CB positive Fa-
sern gesehen, die im Bereich der caudolateral geéy kantigen CR-IR Zellen deutlich
dichter waren (Abbildung 3.6 d).

3.1.3 Akzessorisches Kerngebiet dorsolateral des NM

Neben den drei groBen Kerngebieten der afferendehledaren Horbahn, die sich im Hirn-
stamm finden, konnte noch ein viertes dargestaditen, welches im stereotaktischen Hirn-
atlas von KENZEL und MASSON (1988) nicht aufgefiihrt ist. In den Ubersichtsheiengen
finden sich jedoch an den entsprechenden Stelleninwden vorliegenden Untersuchungen
das Gebiet identifiziert wurde, Areale, in denea Basertrakte unterbrochen eingezeichnet
sind. Die korrespondierenden Areale sind dort auf @lafeln P1.2 und P1.4 zu sehenwgk-

ZEL undMASSON 1988].
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3.1.3.1 Calretinin
Dorsolateral des NM lieRR sich bei den meisten Tiezm kleines Gebiet finden, welches aus

Calretinin positiven Zellen besteht. Caudal begdmses bereits in Schnitten, in denen der
NA noch nicht voll ausgebildet war und eine dreigekForm besal3, die nach ventral vom
einlaufenden NVllic begrenzt wurde (Abbildung 34,0b, f, g). Trotz einer anderen Darstel-
lung war dies auch bei dem jungen Tier (P0) in dbersichtszeichnung der Fall. Wenige
Mikrometer hinter dem in Abbildung 3.10 b dargdstel, begann das Areal. Der NA besal3
dort noch nicht seine maximale Ausdehnung. DurcleiZ8chnitte, die im entsprechenden
Bereich zerstort waren, wurde eine andere Seriglemtoben erwdhnten Merkmalen gezeich-
net.

Vorzufinden war dieses Gebiet in einem caudoraatré@lbschnitt von etwa 240um (PO) bis
320um (P40). Die Zellen lagen dabei GiberwiegendeinBahn des NVIlic zum NM. Calreti-
nin positive Fasern tangierten den Kern nur in Eénderheit. Eine Ubersicht des caudo-

rostralen Auftretens dieser Zellen ist in Abbilduh@0 zu finden.

Abbildung 3.9: Lage der hier als akzessorisches Kerngebiet angespnchellen im dorsalen Hirnstamm; links Vergrof3e-
rung der Zellen (Pfeile), rechts Ubersicht der Lage datealNM; zu sehen ist die deutliche Absetzung zu den Ze#sn

VEL und des NA; in allen Fallen dorsal oben und lateral zur Rechte
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PO P 40

Abbildung 3.10: Ubersicht iiber das Auftreten des akzessorisceemgébietes von caudal (Opm) nach rostral (320um)
zweier Tiere. Zellen sind durch schwarze Punkte, FaserrNMrdurch schwarze Linien und einlaufende Fasern des NVllic
durch gestrichelte Linien dargestellt; Kerngebiete sindmudmri3 eingezeichnet, wenn ihre Grenzen eindeutig zu bestim
men waren; die Zellen, die hier als akzessorisches Keetgabgesprochen werden, sind grau hinterlegt; in allenrFalle
dorsal oben und lateral zur Rechten.
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Diese Zellen wurden bereits von verschiedenen kixgetatoren beobachtet NSER, per-
sonliche Mitteilung], jedoch noch nicht gesondezsdhrieben. In der vorliegenden Untersu-
chung konnten an Hand des Materials keine GradieimtdBezug auf Anfarbung oder Zell-
form entlang der dorsoventralen, mediolateralerr odgtrocaudalen Achse gesehen werden.
Weiterhin konnten sowohl lateral des NM, als auehk NL einzelne Zellen gesehen werden,
die eine CR-IR aufwiesen. Diese lagen dabei stgfieidalb des sich um den NL intensivie-
renden Neuropils. Nach lateral wurden sie vom N4reezt. Bei sehr jungen Tieren (PO und
P1) lagen die Zellen teilweise sehr dicht dem #&ésr Ende des NM an und das Neuropil des
NL besal3 noch nicht seine maximale Immunreaktivgéatdal® eine genau Diskriminierung
nicht immer moglich war. Ein solcher Fall ist inrdgbersichtszeichnung von HK48 (PO, Ab-
bildung 3.10 c und h) zu sehen, wo aus den genar@iténden der NL nicht als geschlosse-
nes Gebiet, sondern einzelne Zellen eingezeichnedem. Diese Zellen sind durch den raum-
lichen Abstand zum dorsal gelegenen akzessoris&®engebiet vermutlich nicht diesem

zuzuordnen, sondern gehéren zum VEL.

3.1.3.2 Calbindipzsk
In diesem Bereich konnten weder CB positive Fasech Zellen gesehen werden. Auch im

naheren Umfeld waren keine Farbungen anzutrefteda8 hier keine Mdglichkeit zur Identi-
fizierung gegeben war. Nur an Hand von Gegenfareangaren diese Zellen in CB-

Schnittserien darstellbar.

3.1.4 Nucleus laminaris

Der Nucleus laminaris ist ein langgestrecktes Kebmgt entlang dessen mittlerer Achse sich
die Neurone befinden, welche von einem starken df@uumgeben werden. An Hand der

Immunhistochemie konnten keine Untergliederungesgamnacht werden.

3.1.4.1 Calretinin
Wie auch fiir den NM beschrieben, zeigten hier 2den in allen Altersstufen eine deutliche

Immunreaktion auf Calretinin.

Innerhalb des NL lie3 sich eine erhdhte Zahl voiiedeim lateralen Anteil finden. Hier ist

das Prinzip der perlschnurartigen Aufreihung delfeienicht mehr klar vorzufinden gewe-
sen, welche im medioventralen Teil deutlich zu setvar. Es erschienen oft zwei bis drei

Zellen parallel nebeneinander (siehe auch Abbild2iag c).
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Abbildung 3.11: Immunreaktionen des Nucleus laminaris; a) PO, Qafret)) P1, Calretinin; ¢) P13, Calretinin; d) P1,
Calbindin monoklonal, der monoklonale Antikdrper zeigt weder im NM niocNL eine Immunreaktion; e) PO, Calbindin
polyklonal, Kreuzreaktion des polyklonalen Antikdrpers; neben dericean Reaktionen in den vestibularen Kernen wei-
sen auch NM und NL eine diffuse Farbung auf; f) PO, Calbindin kional, die projizierenden CB negativen Fasern vom

NL passieren den VED und sind bereits ab der AltersstufeiRokennen (Pfeile); in allen Fallen dorsal oben unddatir
Rechten.
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Zusatzlich schienen die Neurone in diesem GebgteoBereiche zu bilden. Bei ndherer Be-
trachtung und einer genaueren Analyse der Lagehafieeines Schnittes liel3 sich erkennen,
dal diese Anh&ufungen von Neuronen meist in vexsdehien Parallaxen zueinander lagen.
Dies war nur deutlich unter dem Axioplan-Mikroskoy erkennen. Denkt man sich die Neu-
rone als Punkte auf einer Ebene, so verandert dies&teigung. Von der Lage unterhalb des
Nucleus magnocellularis cochlearis knickt sie all dringt weiter dorsorostral in den Bereich
unterhalb des vierten Ventrikels vor (AbbildungBd), wobei sie den NM in einem gewissen
Abstand umhullt (siehe auch Abbildung 3.1).

Diese Lageveranderung bildete sich erst innerhalbedsten zwei Lebenswochen deutlich
aus. Bei sehr jungen Tieren erschien der NL nochtrgo ausgepragt und verblieb grof3ten-
teils ventral des NM (Abbildung 3.11 a und b).

Einzelne Axone und Dendriten des NL waren nur sglmver auszumachen, da diese sehr
kurz waren und sich das dichte Neuropil direkt an 8ern noch einmal verstérkte.

Durch alle Altersstufen kam es vor, dal3 der dotsodde Abschnitt des NL nicht immer ein-
deutig vom NM zu trennen war, da sie fast aneinagdenzten. Zum anderen befanden sich
haufig einzelne Neurone im lateralen Grenzberal@nicht genau zugeordnet werden konn-
ten. Diese lagen nicht innerhalb der zellulareni@thdie der NL ausbildet und wiesen kei-
nen Anschlufd zu dem vorhandenen Neuropil auf. Aueh handelte es sich wahrscheinlich

um einzelne Neurone, die zum VEL gehdrten (vergkeiauch 3.1.3.1).

3.1.4.2 Calbindiposk
Wie auch beim NM war im Nucleus laminaris keine lomreaktivitat auf Calbindigpsk vor-

handen. Auch hier hob sich das Kerngebiet bei emtfienden immunhistochemischen Be-
handlungen vom umgebenden positiv reagierenden kewb. Im dorsalen Anschlul3 lief
sich, wie bereits erwahnt, keine Grenze zum NM exetEine Mdglichkeit zur Unterschei-

dung von Neuronen und Fasern war nicht gegebenilthbig 3.11 d).

In einzelnen Schnitten farbte der polyklonale Qadinpy,sk Antikdrper sowohl Zellen als auch

Fasern diffus an (Abbildung 3.11 e). Besondersamdich um das Kerngebiet herum ver-
starkenden Neuropil war dies deutlich. Zeitgleickign in den Schnitten dann auch im NA
und NM diffuse Muster auf.
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3.1.5 Nucleus olivaris superior

Die Oliva superior erscheint in den Querschnittisnrandliches Kerngebiet im ventrolatera-
len Bereich des Hirnstammes. Die Ausdehnung inragrocaudalen Achse ist um ein Viel-
faches hoher als die der anderen auditorischenekarrStammbhirn.

Lateral befindet sich nur noch ein schmaler Bereddr zwischen etwa 1%@5um (P0O) und
230t20um (P40) breit ist und den Kern von der Ober#8dks Hirns trennt. Dieser besteht
aus zwei gleich breiten Abschnitten, wobei der AeRtateral gelegene, Uiberwiegend Fasern
besitzt, wogegen im Inneren, der direkt den Kemygiert, zusatzlich noch Zellen gesehen
wurden, von denen einzelne Verbindungen in das ¢gébiet ausgehen konnten. Dies konnte
an Hand der beiden verwendeten AK gesehen werdemtiell andere Unterteilungen waren
durch die hier verwendeten immunhistochemischeraBélungen nicht ersichtlich.

Durch das Fehlen anderer charakteristischer Keratgen der direkten Umgebung war eine
deutliche Bestimmung haufig schwierig. Zudem wuddes Kerngebiet nicht auf der Héhe
gefunden, mit der es im stereotaktischen Atlas KoBNzEL und MASSON(1988) angegeben
wird. In allen Fallen lag das Areal, welches hitx die superiore Olive identifiziert wurde,
weiter ventral.

Eine Untergliederung in Subkerne konnte nicht voogemen werden.

3.1.5.1 Calretinin
In den Altersstadien PO sowie P1 liel3 sich digtidosder Oliva superior haufig nicht allein

an Hand der Immunreaktion auf Calretinin bestimnigie. Intensitat der Farbung ist von der
Starke her etwa identisch mit der des umliegendewebes (Abbildung 3.12 a und c). Um
das Kerngebiet deutlich abzugrenzen, wurden bematehiCalbindig.sk Schnitte zum Ver-
gleich herangezogen, die 40pum vor oder hinter detspeechenden CR Schnitt lagen (Abbil-
dung 3.12 b). Als weitere Hilfe diente die Tatsgati@? im Randbereich, vermutlich auflie-
gend, haufig Axone zu erkennen waren, welche diez®@®mrunden schienen (Abbildung
3.12 a).

Abbildung 3.12 (folgende Seite): Immunreaktionen des Nucleus olivapsrier; a) PO, Calretinin, caudales Drittel, das
Kerngebiet hebt sich nur sehr schwach vom umgebenden Gewebe ab; bipP@irCmonoklonal, 40 m weiter rostralwarts
als Bild a; durch den Vergleich mit CB Schnitten ist die Pasitéicht zu identifizieren; c) P1, Calretinin, bereits einehlgic
optische Kontrastierung zum umgebenden Gewebe ist erkennbar; dC#&dejnin, caudales Drittel; e) P40, Calretinin,
rostraler Abschnitt; f) P40, Calbindin monoklonal, im markiefameich liegt die im Text erwadhnte Zelle die au3erhalb des
Kerngebietes lag, deren Auslaufer sich jedoch Uberwiegend innetbal®S befanden; g) Camera lucida Zeichnung der
unter Bild f eingefafl3ten und im Text beschriebenen Zelle; in &#dlen dorsal oben und lateral zur Rechten.
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Abbildung 3.12: Erlauterung siehe vorherige Seite
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Innerhalb der OS liel sich keine vergleichbar hohdgnung erkennen. Aul3erdem konnte in
einigen Fallen bereits anhand der Fasern, die emsveiter caudal gelegenen auditorischen
Kernen einliefen, erkannt werden, wo die OS laghifstung 3.12 d, im Bild links oben). Die-
se Fasern wurden nur im caudalen Drittel der O§eafonden, nicht aber in den rostralen
Abschnitten (Abbildung 3.12 e).

Im Kern selbst waren stets einzelne Zellen zu imdée eine deutliche CR-IR aufwiesen.
Daneben lieRen sich auch Zellen zeigen, deren Infdmwmg nur schwach war (exempla-
risch dargestellt in Abbildung 3.12 e, Pfeile). Aamld der Gegenfarbung liel3 sich erkennen,
dal3 auch hier sehr viel mehr Zellen vorhandenipaisunreaktiv waren. Die Gesamtzahl der
immunreaktiven Neurone variierte in den hier untehden Tieren nicht stark und auch das
Verteilungsmuster liel3 keinen RickschluR auf eidgliohe Untergliederung in Subkerne zu.
Zur Altersstufe P1 hin liel3 sich bereits eine l&acbptische Kontrastierung verzeichnen (Ab-
bildung 3.12 c). Entweder nahm die Farbung innérltids Kerngebietes zu, aul3erhalb ab
oder beides. In jedem Fall war die OS bereitsaathter Schatten zu identifizieren.

In allen alteren untersuchten Altersstadien liegh sier Nucleus olivaris superior deutlich
vom umgebenden Gewebe abgrenzen (Abbildung 3.1Rie)Gesamtfarbung im umgeben-
den Gewebe hatte in diesen Altersstadien deutheluad innerhalb der Olive zugenommen.
Im inneren Abschnitt des Bandes, das den Kern gdge®berflache hin abgrenzt, sind ver-

einzelte CR-IR Zellen gefunden worden.

3.1.5.2 Calbindipzsk
Innerhalb der Oliva superior sind keine CB-IR Zeligefunden worden. Die OS stach stets

als weil3es Areal hervor. Jedoch zeigte sich, daBnmiiegenden Gewebe stets Calbingdi
positive Fasern und Zellen vorhanden waren (Abbigd3.12 b und f). Dies war in einigen
Fallen hilfreich, um die Position des Kernes in &dlretinin immunreaktiv behandelten
Schnitten genau lokalisieren zu konnen. Besondairsdhr jungen Tieren (PO und P1) stellte
dies eine grof3e Hilfe dar, da sich die OS, wie dbeschrieben, hier h&aufig nur sehr schwer
vom angrenzenden Gewebe diskriminieren lie3 (Abinigd3.12 b). Auch bei den alteren Tie-
ren konnte durch diese Methode die Lage der Olareag bestimmt werden (Abbildung 3.12
f).

Es lieRen sich in allen Altersstufen einzelne CRBifpee Fasern erkennen, die innerhalb des
Kerngebietes lagen. Interessanterweise wurdenalatgrd nur auf etwa gleicher Hohe mit
dem Nucleus olivaris superior einzelne CB-IR Zeligriunden. Lokalisiert sind diese in dem

bereits erwahnten, schmalen medialen StreifenddrrKern von der Hirnoberflache trennt.
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In einem Fall (HK49, P40) lie3 sich sogar eine GBipve Zelle erkennen (monoklonaler

Antikorper), welche scheinbar nicht mehr innerhaddis Kerngebietes lag, ihre Dendriten sich
jedoch in diesem verzweigten (Abbildung 3.12 f)egs Zelle ist als Camera lucida Zeich-
nung vergrol3ert in Abbildung 3.12 g dargestellieAuslaufer, die nach medial wiesen, la-
gen dabei innerhalb des Kerngebietes. Nur der &artder nach ventral wies zog in den be-
reits erwahnten medialen Streifen. Da in dem Makéw@ine morphologische Struktur gese-
hen wurde, die auf das Axon hindeutete, laRt sichtsagen, wo der mégliche Projektionsort
lag.

Im Verhaltnis zu den CR positiven Zellen lagen @B Zellen in einer h6heren Abundanz

vor. Zudem waren die CB positiven Zellen stets grodnd intensiver gefarbt als im CR-

Material.

3.1.6 Nucleus lemniscus lateralis

Der Nucleus lemniscus lateralis ist der erste Knafferenten Horbahn, der sich nicht mehr
im Myelencephalon befindet und der einzige, deMetencephalon lokalisiert ist. Er befin-
det sich dabei am lateralen Rand direkt ventrabvéoim Nucleus semilunaris (SLU). In den

Schnitten zeigt er sich als oval mit der grof3teisdehnung in der dorsoventralen Achse.

3.1.6.1 Calretinin

Wie bei den vorherigen Kernen reagieren auch dieeZeles Lemniscus lateralis Calretinin

positiv. Die Trennung in den Nucleus lemnisci lates; pars ventralis sowie den pars inter-
media war erkennbar.

Innerhalb des Kerngebietes finden sich viele CR-H&ern. Dazwischen lassen sich Zellen
erkennen. Anhand von Gegenfarbungen ist zu erkerdadh nicht alle Zellen innerhalb des

LL eine Immunreaktivitat aufwiesen.

Die immunreaktiven Zellen befanden sich dabei &astschlie3lich auf der lateralen Seite des
LL. Im medialen Abschnitt wiesen sie zudem eineriugerte Intensitat der Immunfarbung

und eine geringere Anzahl auf. Dazu ist die Diatte CR immunreaktiven Fasern auf der
medialen Seite hoher als auf der lateralen.

Die Ausdehnung des Subkerns LL, pars intermedia) (béginnt an der dorsalen Spitze des
LL und zieht von dort auf der lateralen Seite naehtral, wobei er nur in den etwa oberen

zwei Dritteln zu sehen ist. Im Verlauf verjingtsich von dorsal nach ventral.
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ZODLLm

Abbildung 3.13: Immunreaktionen des Nucleus lemniscus lateral¥),afalretinin; b) PO, CB monoklonal; c) P40, Calreti-
nin; d) P40, CB monoklonal, die im Text erwahnten BlutgefalRe sind auBitidern durch Pfeile gekennzeichnet; die Trenn-
linie zeigt die Grenze zwischen dem LLi und LLv; die Bildeeund d sind jeweils 40 um hinter den Abbildungen a und c

gelegen; in allen Féllen dorsal oben und lateral zur Rechten.

Dieser Kern sitzt dem Nucleus lemniscus laterpless ventralis (LLv) im dorsalen Bereich
dachartig auf. Dafir besitzt der LLv im ventralear&ch eine gréRere Ausdehnung, so dal3
der Gesamtkern im Umril3 wieder oval erscheint.dn flingen Altersstufen konnte ein erh6h-
ter Hintergrund oder eine teilweise schwachere Immeaktion dieses Erscheinungsbild ab-
schwéachen.

Da diese beiden Subkerne in anderen Immunfarbusgenschlecht zu diskriminieren sind,
wird statt dessen haufig ein groReres BlutgefalAbgrenzung verwendet [MSER, personli-
che Mitteilung], welches den Kern horizontal pagsf@bbildung 3.13 a und c, Pfeile). Die
Lage wurde dabei immer zwischen dem unteren Ditieletwa zur Halfte der Hohe des
Kerns ausgemacht, jedoch nicht in allen Schnittegettoffen.

Weiter rostral endet der Kern schnell, und es simdnoch die Uber die gesamte Breite aus-
laufenden CR positiven Fasern zu erkennen.
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3.1.6.2 Calbindiazgk

Wie in den bereits vorherig beschriebenen Kerrgrguch hier wiederum keine Immunreak-
tivitat einer Zelle auf Calbindizsk zu finden gewesen. Umliegend wird der LL von CB-IR
Gewebe kelchartig eingefal3t. Sowohl ventral alhdateral und medial war diese Reaktivitat
vorzufinden. Auf der dorsalen Seite, wo die FaserRichtung des MLD ausliefen, fand sich
dagegen keine Farbung.

Im ventralen Teil des Kerngebietes (LLv) konntendal Altersstufe PO einzelne, diinne Fa-
sern gefunden werden, die den Kern horizontal pessi (Abbildung 3.13 b). Bei alteren
Tieren waren diese ebenfalls diinn, konnten abaeyasamten Subkern gefunden werden. Ab
der Altersstufe P13 waren ebenfalls im dorsal &adsden Subkern Fasern zu finden, die
dann der dorsoventralen Achse folgten (Abbildurig3l).

3.1.7 Nucleus mesencephalicus lateralis, pars lirsa

Innerhalb des Kerns wurde ein fur alle Altersstugggichermal3en charakteristisches Vertei-
lungsmuster der beiden Immunreaktivitaten gefun@se Muster wiesen dabei nur minimale
Uberlappungen auf und sind in der Abbildung 3.1dnemlarisch fir ein Tier der Altersstufe
P40 dargestellt. Areale, die immunreaktive Faserfwigsen, sind dabei grau hinterlegt und

angefarbte Zellen durch einen Punkt dargestellt.

3.1.7.1 Calretinin
Der gesamte Kern wurde gegen den Ventrikel vonneiBand begrenzt, welches eine deutli-

che CR-IR aufwies. Sowohl dorsomedial, als audtréstentral verlangerte sich dies und zog
um den Ventrikel herum ins Optische Tectum. Dieediidten Zellen in diesem Band waren
durchweg fusiform. In der Altersstufe PO waren dieech schwacher angefarbt, nahmen aber
schnell in der Intensitat zu. Ab dem Alter P13 #angsie sich sehr deutlich. Die Ausrichtung
der Fortsatze erschien ab diesem Alter streng getrihdem sie stets parallel zum Ventrikel
verliefen. Bei jingeren Tieren war dies noch neteutlich ausgepragt.

Abbildung 3.14 (folgende Seite): Schematische Ubersicht der Caibingid Calretininimmunreaktivitat im MLd einer
rechten Hirnseite; die dorsolaterale Linie, die die Strukturijewegrenzt stellt den lateralen Ventrikel dar; eingeinmun-

reaktive Zellen sind durch schwarze Punkte gekennzeichnet, reaktera Easch grau hinterlegte Areale.
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Calbindin Calretinin

+1200 pm

Abbildung 3.14: Erlauterung siehe vorherige Seite
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Abbildung 3.15: Zellen des MLd; a) P1, Calbindin monoklonal, rostrale, dediaie Zellen; b) P40, Calbindin monoklonal,
der im Text erwdhnte Zellbogen, der medial aus dem gleicBepdSitiven Band hervorgeht, wie das Band unterhalb der
auRersten CR Schicht; ¢) P1, Calretinin, Zellen in détnp@sitiven Band unterhalb des Ventrikels, welches dem Externen
Nucleus der Schleiereule entsprechen kdnnte; d) P40 ti@elréAngaben wie Bild c, nur dal} die Fortsatze derfdusien
Neurone in dieser Altersstufe eine strengere Ausrichtufadiren haben; e) P40, Calretinin, CR positive Fasern samie e
zelne Zellen des Core Bereiches; f) P40, Calretinin, dep@Rive Streifen, in dem die in den Bildern ¢ und d gezeigten
Zellen liegen, zieht ventral vom MLd zum optischen Tectum und I6sdsidhauf; in allen Fallen dorsal oben und lateral zur
Rechten.

Im Inneren des Kerns wurde stets ein immunreaktiesal gesehen, dessen Grenze
meandrierte und keine scharfe Abgrenzung aufwidsbidung 3.14 rechte Halfte). Beson-

ders deutlich war dies stets auf der Seite desrikefg. Von caudal nach rostral fanden sich
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immer einzelne Felder, die sich durch eine besanitensive Farbung auszeichneten (in der
Abbildung 3.14 dunkelgrau). Diese verschoben sioh ventral nach dorsal, je weiter man

sich dem rostralen Ende des Kerns naherte undereghe besonders hohe Dichte an CR
positiven Fasern.

Im caudalen Bereich wurden stets Fasern gesehemudieine schwache Immunreaktivitat

aufwiesen und orthogonal zur Flache des ventraled derliefen und in diesen hineinzogen.

Durch Verfolgung konnte festgestellt werden, dalsies dabei um Fasern vom Lemniscus
lateralis handelte. Im rostralen Bereich waren alieght mehr zu sehen und wurden bald
durch tektobulbére Fasern ersetzt, die an der alent~lache des MLd entlangliefen (Abbil-

dung 3.14, +1000pm und +1240um).

3.1.7.2 Calbindiﬂzgk
Die Calbindin Immunreaktivitdt beschrénkte sicht fasr auf den Raum, der zwischen den

beiden Calretinin positiven Feldern liegt. Es gibt sehr wenige Uberlappungen, wobei nicht
genau gesagt werden kann wie stark diese sindjed&ahnitte jeweils einen Abstand von
mindestens 40um haben und nicht im selben Schitidvmei Antikbrpern gearbeitet wurde.
Die in der Abbildung 3.14 +240um und +480um gezgighreale sind fur alle Tiere charak-
teristisch gewesen. Stets wurde caudal am dorsateedEnde eine Aufspaltung des Areals
gesehen, von dem der ventrale Zellbogen wie eigefim Richtung des CR positiven Areals
des Cores zeigte.

Die angefarbten Zellen waren in allen Altersstufenltipolar und wiesen einen hohen Ver-

zweigungsgrad auf.

3.2 Faserverbindungen zwischen den einzelnen Kerngjeten

3.2.1 Einlaufende Fasern des Hornerven und Innenohr

Die Ohren befanden sich alle in einem schlechtestatud, so daf? die Auswertung lickenhaft
ist. Es konnten keine Angaben gemacht werden, ab atersbedingte Unterschiede zeigen.
Weiterhin zeigte die hier verwendete immunhistocisehre Methode deutliche Unterschiede

in der Intensitéat der Anfarbung.
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Im mikroskopischen Bild waren vom Hornerven zweitéile zu unterscheiden. Im caudalen
Bereich lie3 sich der cochleare Anteil (NVIlic) vomeiter rostral gelegenen vestibuléaren Teil

(NVIIv) unterscheiden.

3.2.1.1 Calretinin
Ohr: Im Bereich der Haarzellen konnten nur einzéladretinin positive Fasern beobachtet

werden, die sich zwischen diesen verzweigten (Aloini¢y 3.16 b). Zudem konnte ein dichtes
Netz von CR positiven Zellen gesehen werden, wesleieh Uber den gesamten Limbus legte
(Abbildung 3.16 c).

NVllic: Die Fasern waren bei allen Altersstufen rm&hr schwach geféarbt, aber deutlich ge-
nug, um den Verlauf zu erkennen. Vom Nervenstunrphefend zogen Fasern zum einen in
den NA und zum anderen weiter und in den NM, wossi@ weit verzweigten (Abbildung
3.16 d). Im NA war besonders zu erkennen, dal3nsiieé dorsolaterale Spitze zogen noch
bevor der Kern in den Schnitten voll erschien. \&ferbstral konnten keine ahnlichen Beo-
bachtungen mehr gemacht werden.

NVIIIv: Auch hier ist nur eine schwache Anfarbung\zerzeichnen gewesen.

3.2.1.2 Calbindip,sk
Ohr: Im Bereich des Innenohrs liefd sich nur anldeaarzellen eine CB-Reaktivitat darstellen.

Dabei waren nicht die gesamten Haarzellen angeféobdern nur die Stereovilli auf diesen.
Weitere Beobachtungen konnten fur Calbindin nigsandert gemacht werden.

NVIllic: Innerhalb der Fasern des cochledren Antikdanten nur sehr wenige und dinne CB
positive Fasern gesehen werden. Nur in dem Bedssitaudalen NM waren positive Fasern
zu sehen, wie bereits dort beschrieben (Abbildugidund 3.11 d).

NVIIIv: Im vestibularen Teil des Hornerven sind delne und intensive immunhistochemi-
sche Reaktionen mit dem CB Antikérper gesehen wofédbildung 3.16 e und f). Es liel3
sich keine besondere CB-Verbindung zu den audifoeis Kernen erkennen. Alle Fasern die

einliefen, zogen zu anderen Kerngebieten.
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Abbildung 3.16: Immunreaktionen des Innenohrs und des Hornerven; a) Rdidd®amonoklonal, die Haarzellen weisen
eine deutlich Reaktion an den Stereovilli und der kutikulatettePauf; b) P40, Calretinin, einzelne gefarbte Faserrgudie
Basis der Haarzellen ziehen; ¢) P40, Calretinin, deudlingrefarbte Zellen, die dem Limbus aufliegen; d) P40, Calnetini
caudaler Teil der einlaufenden Fasern des NVllic; e) P4bjr@in monoklonal, Ubergang von NVIlic nach NVIllv, deut-
lich einsetzende CB positive Fasern; f) P40, Calbindin monoklonaNddtv kennzeichnet sich durch dichte CB positive
Fasern, die nicht zu den auditorischen Kerngebieten ziehen; Abbildudgrsal oben und lateral zur Rechten.
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3.2.2 Kreuzende Fasern vom Nucleus magnocellutadklearis der ipsi- und kontralateralen
Seite

3.2.2.1 Calretinin
Die Faserverbindungen, die vom NM der ipsi-, aui 8 der kontralateralen Seite projizie-

ren, waren auf ihrer gesamten Lange und in alleergdtufen gut angefarbt. Diese waren
leicht zu erkennen, da sie ein breites Band bitldetelches im Mikroskop deutlich die Kern-
gebiete der beiden Seiten miteinander verband (dibhg 3.17 a). Mit zunehmendem Alter
wurde das Neuropil dichter und erschwerte damitidiatifizierung der Herkunft und Termi-
nierung der Fasern.

Es war nicht mdglich diese Fasern von eventuelhfile angefarbten, kreuzenden Fasern der

Nuclei vestibularis medialis zu unterscheiden. BPikgrne wiesen ebenfalls ein CR-IR auf.

3.2.2.2 Calbindip,sk
Die Faserverbindungen zwischen den Kerngebietameta genauso wie der NM und der NL

dadurch hervor, dal3 sie keine Immunreaktivitat teeigind sich vom benachbarten Gewebe
optisch unterschieden, welches auf CB reagierte.

In der Medialen unterhalb des vierten Ventrikelgtan sich bei allen Tieren kleine Korper-

chen, die sehr diinne Fasern nach ventral entsendétxbei handelte es sich vermutlich um

Radialglia, die schwach angefarbt war (Abbildunj73h). Diese Verbindungen konnten nicht

genau verfolgt werden.

3.2.3 Fasern vom Nucleus laminaris in Richtung Buslolivaris superior, ipsilateral

3.2.3.1 Calretinin
Bereits ab der Altersstufe PO konnten Fasern vonzdh Nucleus olivaris superior gesehen

werden. Es waren in dieser Altersstufe zwar nochigee CR-IR Fasern, doch lie3en sich
diese bereits gut erkennen. Sie bildeten ein sasrizdnd, welches in der dorsalen Halfte des
Myelencephalons leicht nach lateral abknickte uadndventral in Richtung der OS zog (Ab-
bildung 3.17 c).

Abbildung 3.17 (folgende Seite): Immunreaktionen der Faserverbindunge?d aL&retinin, deutlich angefarbtes kreuzen-
des cochledres Bindel; der Pfeil weist auf die Stelleindigild b dargestellt ist; b) P13, Calbindin monoklonal, das unter
Bild a markierte Areal, in dem die im Text erwahnten &elgefunden wurden (groRRer Pfeil), die kleinen Pfeile raeeki

die Grenze zum vierten Ventrikel; c) P13, Calretinin, Ubétsiber das Areal in der Nahe der OS; d) P13, Calbindin mo-
noklonal, Gegenfarbung, Ubersicht (iber das Areal in der Nah®Sle40um hinter dem in Bild ¢ dargestellten Bereich, die
Pfeile markieren die Anteile des Nervus facialis; ey&alin, auslaufende Fasern vom LL in Richtung MLd; Abbildung a-b
dorsal oben, Bildmitte Mediallinie des Gehirns; Abbildungdsesal oben, lateral rechts.
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Abbildung 3.17: Faserverbindungen; Erlauterung siehe vorherige Seite
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Zur Altersstufe P1 liel3 sich bereits eine leichttn@hme erkennen. Der Fasertrakt wurde
dichter und die DAB Farbung intensiver.

Bei den Tieren ab der Stufe P13 waren deutlich ra#HR positive Fasern zu sehen. Zudem
hatte der Fasertrakt bis zu dieser Altersstufear@it Umfang und Dichte zugenommen.
Einzelne Fasern schienen an der ipsilateralen @fivieichtung der Trapezkérper vorbeizu-
laufen (Abbildung 3.12 d und 3.17 c). Diese Fadatien ihren Ursprung in einem gemein-
samen Band, welches von den weiter dorsocaudarsin Kernen im Hirnstamm herabzog
und den Kern medial passierte, ohne dal} sie weiteoatakt mit der OS zu haben schienen.
In diesem Bereich verliefen orthogonal Fasern zeron der Olive, die sie kreuzten. Es

konnten aber keine Verzweigungen gesehen werden.

3.2.3.2 Calbindiﬂzgk
Ebenso wie die Neurone des NL wiesen auch die 8ipK0jizierenden Fasern keine CB Im-

munreaktivitat auf. Mit Hilfe dieser Reaktion koerder Verlauf der Fasern nicht direkt ge-
zeigt werden.

Da die Fasern jedoch den Nucleus vestibularis delsres, wie auch die einlaufenden Fasern
des Nervus octavus kreuzten, in denen jeweils EBdR gezeigt werden konnte, waren sie
indirekt zu verfolgen (Abbildung 3.11 f). Da beeeih den sehr jungen Altersstadien die pro-
jizierenden Fasern vom NL ausgebildet waren, liefersich bei allen Tieren wenigstens in

Form einzelner heller, dinner Streifen durch diengebiete sehen (Abbildung 3.11 f). Dies

verlor sich im weiteren Verlauf, da in der ventraldirnhélfte keine weiteren gro3en CB-IR

Kerngebiete lagen, die einen entsprechenden Hmiedgals Negativhachweis hatten liefern

konnen (Abbildung 3.17 d).

3.2.4 Kreuzende Fasern der Olive der ipsi- undrataitralen Seite

3.2.4.1 Calretinin
Bei den frisch geschlipften Kiken (P0O) konntenkateuzenden Fasern zwischen den Oliven

nicht eindeutig gesehen werden. Zwar existiertaeitseeinzelne Fasern, die in die entspre-
chende Richtung verliefen, jedoch waren diese sefmvach und nur in geringer Anzahl vor-
handen. Eine Verfolgung der Fasern bis zur korteeden Seite war nicht moglich. In den
meisten Fallen schienen die Fasern bereits vorEieaichen der Raphe Kerne und der Fasci-
culi medialis longitudinalis im Bereich der Trapégger ipsilateral zu enden, mit denen sie
sich kreuzten. Hinzu kam, daf3 in dieser Alterssaifehoher Hintergrund im entsprechenden

Bereich vorhanden war, der eine genaue Differenagiveiter erschwerte.
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In der Altersstufe P1 waren die Faserverbindungartlidher, aber in der medialen dennoch
nur schwach zu erkennen.

Bei den untersuchten Tieren ab dem Alter P13 wdrerFasern gut zu sehen und zu verfol-
gen. Die Dicke des Fasertraktes nahm bis zu digdesn hin zu, so daf3 sie deutlich hervor-

traten. Weiterhin nahm der Hintergrund in den emsipenden Arealen des Myelencephalons
ab, so dal} ein besserer Kontrast gegeben war.

Zudem konnte gesehen werden, dal3 medial und rdetsaNervus facialis, in dem Bereich in

dem die Efferenzen entstehen, viele CR positivéeAdagen (Abbildung 3.17 ¢ und d).

3.2.4.2 Calbindipysk
Wie bereits bei den Faserverbindungen vom Nuclaomsnlaris zur Nucleus olivaris superior,

war auch bei den kreuzenden Fasern zwischen deerQdier ipsi- und kontralateralen Seite
keine Calbindipzgk Immunreaktivitat festzustellen. Auch ergaben dgicinch diese Schnitte
keine Hilfen, um eventuelle Fasern nach dem Ausfgrinzip zu identifizieren (Abbildung
3.17 d). Nur die Motorneurone des Nervus facialissen eine deutliche Anfarbung auf (Ab-
bildung 3.17 d Pfeile).

3.2.5 Fasern zum Lateralen lemniscus

Anhand der verwendeten Immunreaktionen konntenekEasern gefunden werden, die zum
Nucleus lemniscus lateralis verliefen. Wenige Mikider bevor der LL in den CR-Schnitten
das erste Mal erschien, waren CR-IR Fasern zuriiggavesen, die von ventral kommend auf

der gesamten Hohe verliefen, auf der kurz darautdesrschien.

3.2.6 Fasern vom Nucleus lemniscus lateralis zunbML

3.2.6.1 Calretinin
Die deutlich CR-IR Fasern entsprangen dem Kerngelnieseiner dorsalen Grenze im rostra-

len Abschnitt auf der gesamten Breite und zogendanh medial am SLU vorbei ins zentrale
Mesencephalon (Abbildung 3.17 e).

3.2.6.2 Calbindipysk
Wie bereits fur die vorgenannten, war auch firealieasern keine CB-IR festzustellen gewe-

sen. Einzig im umliegenden Gewebe waren sowohlrRasle auch Zellen zu erkennen, die
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allerdings nicht zum Kerngebiet gehdrten. Auf desrdalseite war diese Immunreaktivitat
nicht vorhanden (Abbildung 3.13 b und d).

Schulz, 2001: Verteilung von Calbingig und Calretinin in der afferenten Hérbahn @allus gallus f. domestica 54



Diskussion

4. Diskussion

4.1 Spezifitdt der verwendeten Antikdrper

Neben den normalen Versuchsreihen, die zur Aufkigrder Verteilung der beiden unter-
suchten Proteine im Gehirn vdBallus gallus f. domesticaienten, wurde ein Teil der
Schnittserien zur Kontrolle der Spezifitat der Rimantikorper verwendet. Zu diesem Zweck
wurde in einzelnen Séaulen der primare Antikorpeden PTX Losung weggelassen. Gesche-
hen ist dies stets parallel zu der eigentlichens\ensreihe, so dal3 von demselben Tier
Schnitte mit und ohne Primarantikdrper inkubiertreian. Bei den Kontrollproben wurde in
keinem Fall eine Immunreaktion festgestellt. Einégiiche unspezifische Reaktion des se-
kundaren Antikorpers im Gewebe kann somit ausgesskh werden.

Durch Beobachtungen im Cerebellum konnte bestétggden (siehe auch Abbildung 2.1),
dal3 der Calbindispsk Antikdrper deutliche Reaktionen mit den Purkinjezehervorruft. Der
Calretinin Antikdrper zeigt dagegen deutliche Abiémgen in der Kdrnerschicht. Zusammen
mit den weiter unten diskutierten Ergebnissen wuies als Hinweis auf die Aktivitat der
Antikorper gewertet. Zudem zeigten der monoklor@Beund der CR Antikérper keine Uber-
schneidungen in der Anfarbung.

In vielen Schnitten, die mit dem polyklonalen CBtikdrper behandelt wurden, konnten un-
spezifische Anfarbungen beobachtet werden. Diegertroesonders in den Kerngebieten NA,
NM und NL auf.

PARKS et al. (1997) beschreiben, dal3 die Neurone des NiMCalretinin exprimieren, nicht
jedoch Calbindin. Die in der vorliegenden Arbeitobachteten schwachen CB Reaktionen
konnten nicht mit dem monoklonalen Antikérper geselwverden. Zu sehen waren diese Re-
aktionen stets in Bereichen, in denen im selben dueh eine hohe CR-IR dargestellt werden
konnte. Zudem wurden in denen mit dem polyklonadettikbrper behandelten Schnitten
auch deutliche Anfarbungen in Gebieten gesehememen der monoklonale AK ebenfalls
eine Immunreaktion zeigte.

Dies deutet darauf hin, dal3 der hier verwendetgkpmiale CB Antikorper eine Kreuzreakti-
vitdt mit Calretinin aufweist. Bereits 1989 wurdenvRoGERsund 1990 von RsiBoiset al.
beschrieben, dal’3 Antikdrper, die auf Calbipginreagieren, auch mit Epitopen des Calreti-
nin Proteins interagieren konnen. Vermutlich istrhiie Homologie der beide Proteine der
Grund. Nach den Datenblattern besteht bei dem veteten polyklonalen CB Antikorper

tatsachlich eine etwa 10%ige Kreuzreaktion mit desiretinin Antigen. Der hier verwendete
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monoklonale Antikorper ist nach der gleichen Qudlgegen hochspezifisch auf das Calbin-
dinpask Antigen.

Ebenso soll auch der polyklonale Calretinin Antiké&rvon Swant, der hier verwendet wurde,
eine 10%ige Kreuzreaktion mit dem Calbingin Antigen eingehen. Nach den vorliegenden
Ergebnissen kann nicht bestéatigt werden, daf déebeAntikbrper im gleichen Mal3e Kreuz-
reaktionen bei der hier verwendeten Tierart eingetizie Calretinin Ergebnisse weisen
durchweg eine hohe Spezifitdt auf, die nicht mitetevon Calbindipysk korreliert erscheint.
Es wurde nur eine hthere Hintergrundaktivitat bebbet, die ebenfalls nicht mit den mo-
noklonalen CB Ergebnissen Ubereinstimmt, wie indamtralen Bereichen des Myelencepha-
lons festgestellt wurde.

Die Ergebnisse vonadiDE et al. (1981), die eine der ersten Ubersichten@altvindin,gk im
Gehirn von Ratte und Huhn stellen, scheinen sdfaleeizreaktivitaten aufzuzeigen. Die nach
dem drei-plus System dargestellten Ergebnisse 6tark, ++ moderat, + wenig, - keine Re-
aktion) geben in den Kerngebieten NM und NL (NAnght aufgefiihrt) ein zwei-plus an flr
Areale, in denen nach den hier vorliegenden Ergseni mit dem monoklonalen Antikorper
keine Reaktivitat gefunden wurde. Nur die mit grkis angegebenen Kerne (z.B. die vestibu-
laren Nuclei) oder Zellen (Purkinje) zeigten in dér vorliegenden Arbeit eine Reaktion.

Die Ergebnisse von®Het al. (1981) scheinen dagegen keine Kreuzreaktiané&zuweisen.
Bei einer Interpolation der eigenen Ergebnisseehditt dort verwendete Konzentration von
1:100 zu einer deutlichen Kreuzreaktion fuhren radsd®leben der Mdglichkeit, dafld der dort
verwendete Antikdrper spezifischer war, kdnnte adwich die Darstellung (vorhanden/nicht
vorhanden) die Mdglichkeit bestehen, dal3 die Aut@ehwache Reaktionen von Anfang an
als negativ bewerteten. Wegen der hohen Konzeotratischeint diese Mdglichkeit aber als
unwahrscheinlich. Die in der Arbeit angegebenerekngsse zu denen im Hirnstamm liegen-
den Kernen stimmen mit den hier vorliegenden Uberei

Die hier geschilderten Probleme, die zu untersdicieeh Interpretationen des Auftretens der
beiden Proteine fihren kdnnen, legen den Schlu@,radf? fur zukinftige Untersuchungen
nur noch hochspezifische Calbingig Antikdrper verwendet werden sollten. Hierfir wirde
sich der monoklonale Calbingjss Antikdrper von Swant eignen, der nach den hieligcor

genden Ergebnissen keine Kreuzreaktion in der smtliten Tierart zeigt.
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4.2 Immunreaktionen der Praparate

Ubersicht uiber die Ergebnisse dieser und andetsgit®n in Bezug auf CaBP's

Tabelle 4.1: Ubersicht tiber die Ergebnisse der Immunreakdinitier hier vorliegenden Arbeit und den Ergebnissen anderer
Autoren. Sofern nicht anders erwédhnt, beziehen sich die Ergektéssaufsallus gallus

Bereich Eigene Ergebnisse Ergebnisse aus der Literatur
Ohr CR: ROGERS 1989:
- Dinne Fasern, die an der Basis der Haarzellen Viele Haarzellen sind sowohl CR wie auch CB
entlanglaufen positiv
CB: CoPPENSet al., 2000:
- Stereovilli der Haarzellen - Reaktion von Haarzellen und Neuronen mit
- Kutikulére Platte der Haarzellen einem CB Antikorper bei adulten Beagles

- Reaktion einzelner Fasern, die die Haarzellen
erreichen mit einem CR Antikdrper

NVII CR: ROGERS 1989:
- Schwache Farbung des NVllic - Viele CR und CB positive Fasern im NVIIlv
- Einzelne Teile im NVIllv
CB:
- Wenige Fasern im NVllic, diese nur caudal
gelegen
- Deutliche Anfarbung im NVIllv
NA CR: ROGERS 1989:
- Einzelne angefarbte Zellen - Viele CR positive Neurone
- Altersabhangige fortschreitende Dynamik von
dorsolateral nach medioventral KUBKE et al., 1999:
- Fortschreitende Dynamik der CR positiven
CB: Zellen von dorsolateral nach ventral Bgto al-
- Keine Anfarbungen ba
NM CR: JANDE et al., 1981:
- Deutliche Immunreaktion aller Zellen im - Moderate Reaktion der Neurone mit einem CB
rostralen Bereich Antikorper beiGallus gallus

- Anfarbung der Zellen legt den Schluf3 nahe, dai3

die CR Proteine Uberwiegend randstéandig ge-ROGERS 1989:

bunden vorliegen - Alle Neurone sind CR positiv
- Im caudalen Bereich einzelne Zellen, deren | -  deutlich angefarbte Axone

Anfarbung schwacher war
- Deutliche Anfarbung der Fasern, die zum NL FRISINA et al., 1995:

ziehen - CB positive Neurone im AVCN be&hinchilla
laniger
CB:
- Keine Anfarbungen PaRKs et al., 1997:

- Die Neurone des NM weisen b@allus gallus
nur eine deutliche Reaktion mit einem CR Anti-
korper auf, nicht jedoch mit einem CB Antikon
per

KUBKE et al., 1999:
- CR positive Zellen im NM beTyto alba

TRUSSEL 1999:
- Hoher Spiegel der Neurone des NM an SERCA

HAck et al., 2000:

- Lokalisation von CR Proteinen in Neuronen des
NM uberwiegend unterhalb der Plasma-
membran

NL CR: JANDE et al., 1981:
- Deutliche Anfarbung samtlicher Zellen - Moderate Reaktion der Neurone mit einem CB
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CB:

Keine Anfarbungen

Antikdrper

ROGERS 1989:
- Alle Neurone sind CR positiv
- deutlich angefarbte Axone

FRISINA et al., 1995:
- CB positive Fasern in der MSO behinchilla
laniger

KUBKE et al., 1999:
- CR positive Zellen im NL beTyto alba

TRUSSEL 1999:
- Hoher Spiegel der Neurone des NL an SERC

Akzessorisch

CR:

CB:

Deutliche Anfarbung samtlicher Zellen

Keine Anfarbungen

Bisher keine Literaturangaben

oS CR: KUBKE et al., 1999:
- Anfarbung einzelner Zellen mit sowohl deutli--  CR positive Zellen in der OS bé&yto alba
cher, als auch schwacherer Reaktion
- Lateral der OS einzelne Zellen liegend, derep
Axone die OS zu umrunden scheinen
CB:
- Keine angefarbten Zellen innerhalb der OS,
daflr vereinzelte Fasern
- Lateral der OS einzelne Zellen, deren Auslaufer
in die OS eindringen
LL CR: PUELLES et al., 1994:
- Untergliederung in den LLv und LLi méglich |-  CR positive Fasern, die vom LL zum MLd
- LLv besitzt wenige angefarbte Zellen, die in der ziehen
Intensitat schwacher sind
- LLi zeigt deutlich angefarbte Zellen, die in KUBKE et al., 1999:
groRer Zahl vorhanden sind - CR positive Zellen und Fasern, deren Entwick
lung beiTyto albaim LLi beginnt
CB:
- Keine angefarbten Zellen
- Im LLv diinne Fasern, die horizontal verlaufgn
- Im LLi ebenfalls diinne Fasern, die der dorsq-
ventralen Achse folgen
MLd CR: TAKAHASHI et al., 1987:

CB:

Zwei deutlich voneinander getrennte Bereich
sind auszumachen

Eine &uRere Schicht unterhalb des Ventrikel
deren Fortsatze der vereinzelt angefarbten N
rone eine deutliche Ausrichtung parallel zum
Ventrikel aufzeigen

Ein innerer Core Bereich, in dem einzelne
Zellen angefarbt sind. Zudem lassen sich vig
angefarbte Fasern finden

Zwischen den beiden CR positiven Arealen
liegt eine Schicht von CB positiven Neurone
die hoch verzweigt sind. Nicht alle Neurone
sind angefarbt.

Diese Struktur nimmt caudomedial in der
Méchtigkeit zu und es entspringt ein weiteres
diinnes Band. Dies weist fingerférmig in Rich
tung des CR positiven Cores und endet nac
wenigen Mikrometern

e  CB positive Fasern im Core des IC bgto alba

SPUELLES et al., 1994:

eu- CR positive Zellen in der periventrikularen
Lamina

- CR positive Zellen und Fasern im Core-Berei

CB und CR positive Zellen im Shell-Bereich

CB positive Zellen im praisthmischen superfi-

ziellen Bereich

le

KUBKE et al., 1999:

- CR positive Zellen im Core des IC bejto alba
n;  CR positive Zellen im externen Nucleus des |
bei Tyto alba
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Papilla basilaris und NVIII
Wie an extramedullar gelegenen Teilen des NVlliepes wurde, konnte eine Unterteilung

des Nerven vorgenommen werden. Wie bei der Schléei(KUBKE und G\RR, 2000) liel3en
sich ein caudaler und ein rostraler Teil (dort post und anterior) erkennen. Der caudale
Anteil zeigte sich als schwach CR positiv mit selenigen und dinnen CB positiven Fasern,
die vermutlich ebenfalls zu den auditorischen Karmegen (siehe Abbildung 3.16 d, e, Ab-
bildung 3.6 d sowie Teildiskussion Nucleus magnotais cochlearis). Der rostrale Part des
NVIII zeichnete sich durch eine deutliche CB Immeaitivitat aus. Einzelne Fasern konnten
bis zu den vestibularen Nuclei hin verfolgt werd&me weitere Untergliederung liel3 sich
durch die Immunreaktionen nicht bestimmen. Besonhdex Efferenzen waren nicht auszu-
machen, obgleich vermutet werden kann, dal3 sie @&Riypsein muften. Dies wurde daraus
geschlossen, dal3 sich zwischen den Haarzellenlen@R positive Fasern verteilten, wie
auch, dal3 im Bereich des Hirnstamms, in dem dieré&fizen entstehen, viele CR positive
Zellen gefunden wurden. Weiterhin zogen von der @5 positive Fasern nach medial zu
dem entsprechenden Gebiet.

In der Papilla basilaris wurden CB Reaktionen nudan Stereovilli der Haarzellen gesehen
(Abbildung 3.16 a). Diese sind bei Vogeln fest Aatinfilamenten auf der kutikularen Platte
verankert [MANLEY, 1990]. Da auf Actin und Myosin basierende Motiligdd calciumkontrol-
liert nachgewiesen ist [RETSINGER 1987], kdnnte sich hier ein Kontrollmechanismugeai
Auch fir adulte Beagles ist gezeigt worden, dalimden Haarzellen und den Neuronen eine
CB-IR existiert sowie eine CR-IR in Fasern, die Basis der Haarzellen erreichengéPENS

et al.,2000]. In der Arbeit tber diesen Sauger wird eifeIR im Cytoplasma der Haarzel-
len, der kutikularen Platte und den Stereovilli @gpgpen, nachgewiesen mit dem polyklona-
len rabbitiCalbindimzsk Antikbrper von Swant. Der Zellkern zeigt keine Arifung.

Lediglich die starke Anfarbung der Stereovilli udds Ausbleiben einer Anfarbung des Zell-
kerns kann hier bestatigt werden. Aufgrund der gnortunterschiede ist auch ein artspezifi-

sches Erscheinungsbild moglich.

Nucleus angularis
Anhand der vorliegenden Daten war es nicht moglide Untergliederung dieses Kerngebie-

tes vorzunehmen, wie sie vorAbELER et al.(1999) furColumba liviabeschrieben wird. Die
Gesamtzahl der angefarbten Zellen war zu gering,dumch morphologische Vergleiche

Rickschlisse ziehen zu kdnnen.
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Die grol3en CB positiven Zellen, die vereinzelt aonsdlen Rand gefunden wurden (Abbil-
dung 3.16 e) besaBen Ahnlichkeit mit den angefarBtdlen des Kleinhirns. Durch die Nahe
zu den cerebellaren Pedunkeln, auf die bereitseRs(1989) in diesem Zusammenhang hin-
wies, handelt es sich bei diesen vermutlich umedivez Auslauferzellen des Kleinhirns. Eine
ahnliche Vermutung auf3ern auckod@ibD und RASMUSSEN(1963) an Schnittserien vado-
lumba livia

Obwohl hier keine signifikante Veranderung in dellzahl und der Verhéltnisse im Bezug
zum Alter gefunden wurde (Abbildung 3.3), ist efepsichtlich, dal3 erst ab den P13 Tieren
CR positive Zellen im ventralen Bereich des NA dgesewurden (Abbildung 3.2). Ein signi-
fikanter Zusammenhang zeigte sich dagegen in dezeptualen Verteilung der positiven Zel-
len. Eine ahnliche Entwicklung ist bereits fur @ehleiereule beschrieben. Dort entwickelt
sich eine fortschreitende CR Dynamik ab dem 17.ifragi und bewegt sich von dorsolateral
nach ventral voran. Zum Zeitpunkt des Schlupfesbbleei der Schleiereule nur der ventrale
Teil des NA frei von gefarbten Zellen, um in deittdn Woche nach dem Schlupf sein adul-
tes Verteilungsmuster zu erland&uskE et al.,1999].

In welchem Alter sich das adulte Verteilungsmuster der hier untersuchten Art einstellt,
konnte nicht bestimmt werden. Die ProbengroR3e vbiTigren stellte hierzu nicht gentigend
Daten zur Verfigung. Es laf3t sich aber durch dieusing der Werte erkennen, dal3 dies ver-
mutlich individuell unterschiedlich ist.

Festzustellen ist nur, dal? ab dem Alter P13 erstierzim Bereich des ventralen NA zu fin-
den sind. Da keine Informationen Uber den Zeitraam P2 bis P12 vorliegen, kann hier nur
vermutet werden, dal3 eine ahnliche Entwicklung beEiainn sehr friih geschieht. Bei Tier
HK46 (P1) ist bereits zu erkennen, dafd die Zelehr sveit nach ventral vordringen, obgleich
die Daten eine sichtbare Veranderung des Verhaéiaigorsolateral zu medial erst zwischen
dem 13. und 19. Tag zeigen.

Dies konnte mit einer Veranderung des Mittelohrd dar damit einhergehenden Modifikati-
on des Schalldurchtrittes ABNDERS et al., 1986] zusammenhangen. Die Autoren beschrei
ben, dal3 beim Huhn bis etwa zum 70. Tag wiederkeler&erdnderungen auftreten konnen.
Diese treten im Abstand von 14 bis 30 Tagen aué ¥ith dies auf die Reifung des Systems
auswirken konnte, bleibt unklar [sieheUIDERSet al.,1986].

Sobald geniigend Informationen tber die Verteilunden einzelnen Altersstufen vorliegen,
ware es interessant den Nestflicl@ailus gallusmit dem Nesthockefyto albazu verglei-

chen, der beim Erlangen seines adulten Verteilungsens noch nicht fligge ist. Fur das
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Huhn wird ein adultes Erscheinungsbild der andé&emgebiete mit P25 angegebem®Rs

et al.,1987].

Ein Schwachpunkt der so gewonnenen Ergebnisseifiedér Methodik, mit der die Tren-
nung nach dorsolateralem und medioventralem TesilKierngebietes vorgenommen wurde.
Wahrend der Polygonzug bei der Auswertung um dengsliegt wurde, kdnnen Fehler ge-
macht worden sein. Der NA wird medial von CR pesiti Fasern begrenzt, deren Intensitéat
nicht immer eine eindeutige Differenzierung vom mg@ebiet selbst ermdglichte. Dadurch ist
es moglich, daf3 der Polygonzug nicht die wirkliomediale Grenze des Kerngebietes traf und
der dorsale Stutzpunkt der Trennlinie falsch gelegtde. Auch kénnten dadurch vereinzelt
Zellen des VEL mit in die Auswertung gelangt séementsprechend wirden die hier ange-
gebenen Quotientenwerte von den wirklichen abweicbge Streuung der Werte ist jedoch
so hoch, daf3 sie nicht von der beschriebenen Fpidie abhangig sein kann. Der R-Wert
der Spearman Rank Order Korrelation von —0.576%0dt hier auch eine hohe Individualitat
an.

Fur Folgeversuche wirde es sich anbieten die zersithenden Schnitte gleichzeitig mit
Antikorpern auf Calretinin und Calbindigsk zu behandeln. Nach den hier beobachteten Ver-
haltnissen wirde ein hochspezifischer CB Antikommar die Umgebung des Kerns anfarben
und somit die Grenzen deutlich festlegen. Der @alre Antikérper wirde neben umliegen-
dem Gewebe eindeutig die Zellen von Interesse ki

Die fortschreitende CR positive Dynamik steht datveWiderspruch zu den Ergebnissen von
SAUNDERSet al. (1973), die eine Reifung von tieffrequerderhdherfrequenten Verschaltun-
gen im Hirnstamm in der Entwicklung beschreibereDwirft die Fragestellungen auf, ob es
sich bei dieser Dynamik um einen Hinweis auf deifedRastand des NA handeln kann.

Die vorgefundenen CB positiven Fasern liegen stetgentralen Teil des NA wo tieffrequen-
te Schallreize verschaltet werderupgL et al.,1976;HAuUsSLER et al.,1999]. Im Vergleich mit
den Befunden des NM (siehe genauere Diskussion aitkapitel Nucleus magnocellularis

cochlearis) kdnnten diese mit einer Infraschallgsiittit zusammenhangen.

Nucleus magnocellularis cochlearis
Wie in der vorliegenden Arbeit wurden auch voodRRs(1989) und RRKs et al. (1997) im

NM nur Neurone gefunden die Calretinin, nicht jeuddgalbindim,sk exprimierten (Abbil-
dung 3.6 a-d, Abbildung 3.11d). Fasern um den NMsemn eine deutliche CR-IR auf. Die
Ausnahme bildeten dabei die Fasern des NVIlic, rdie eine schwache Immunreaktivitat
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aufwiesen sowie einzelne Fasern, die im caudolaterabschnitt des Kerns lagen und auf
Calbindinysk reagierten.

Die zellmorphologische Unterteilung des Kerngelsigteeinen caudolateralen Abschnitt so-
wie einen rostromedialen [J8KE, CARR, 2000] konnte durch die Immunreaktion auf Calreti-
nin bestatigt werden. Die beschriebene Dreiteiligles Kerns [BORD, 1968] liel3 sich im-
munhistochemisch nicht zeigen. Der rostromediaiédis Kerns erscheint dabei in Uberein-
stimmung mit BAVERI und MoREST(19821) als homogene Zellgruppe von grofR3en, runden
bis ovalen Zellkérpern mit wenigen oder keinen Déded. Diese waren, wenn vorhanden,
von kurzer Lange. Diese Zellen unterschieden sailtlidh vom caudolateralen Teil, wo ne-
ben den scheinbar kleineren und kantigeren Zelleh @ine verminderte Intensitat der Calre-
tininfarbung am &ufReren Rand des Kerngebietes bktdiaverden konnte.

In nahezu allen Zellen, mit den erwahnten Einsdkuégen, konnte beobachtet werden, dal3
die CR-Anfarbung nahe der Zellmembran deutlichksté&war als in den tbrigen Teilen der
gleichen Zelle. Intakte Zellen erschienen zum Rhaimdintensiver geféarbt als im Zentrum.
Auch bei angeschnittenen Zellen liel3 sich diesegkénnen. Da das Cytoskelett verhindern
sollte, dal? Substanzen ausgespult werden sowieiawtibsen Fallen die Farbung im Rand-
bereich intensiver war, legt es die Vermutung nala® die meisten Proteine randstandig in
oder nahe der Zellmembran gebunden sind. Die v&x®et al.(1997) beschriebene schwa-
chere Reaktion von Zellen des NM im Vergleich zmetedes NA kdnnte darauf zuriickzu-
fuhren sein, da die Immunreaktion im NA homogertieemt.

In neueren Untersuchungen vomadk et al. (2000) wird diese Eigenschaft erstmalig be-
schrieben. Diese Autoren vermuten, dal3 die Lok#disavon CR unter der Plasmamembran
eine besondere Adaptation des NM ist um den Caleinstrom raumlich zu begrenzen. Dies
wurde eine besondere Anpassung darstellen, da Imahkriger Meinung CR ein l6sliches
Protein ist, welches frei verteilt im Cytosol alsffer fungiert [BAIMBRIDGE et al.,1992]. Dies
konnte besonders in der Hinsicht interessant skaifd,der NM, der phasenbezogene auditori-
sche Signale verarbeitet, eine der hochsten Entigstaten innerhalb des ZNS der Vertebra-
ten besitzt [ZRPEL et al.,1998]. Auch zeigen sowohl Neurone des NM, als alieldes NL,
einen hohen Spiegel des sarcoplasmic/endoplasietiiten calcium uptake protein (SER-
CA), was auf einen permanenten Calciumeinstromehitet [ TRUSSEL 1999].

Zudem wies der Zellkern eine starke CR-IR auf (Adimg 3.6 b).

Da das Neuropil um den NM stark CR positiv war (Adiling 3.17 a), konnten keine Zell-
fortsatze bis zu den Fasertrakten verfolgt werdaim.die bilaterale Projektion zum NL der

ipsi- und kontralateralen Seite auf der Bifurkataer Axone beruht wie von Ramon y Cajal
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[in PARKS und RUBEL, 1975] vermutet wurde oder aber von unterschiedtichellen in glei-
chen Abschnitten des NM herriihrte konnte nicht iggaeerden. In dieser Hinsicht war es
jedoch auffallig, dal3 sich viele der beobachteteor®e aufspalten, wie auch exemplarisch
gezeigt in den gezeichneten Zellen der Abbildurig@und 3.8.

Da Aufgrund der verwendeten Immunreaktionen keindofogischen Beobachtungen ge-
wonnen werden konnten, lassen sich die Faserverbgeh nur durch Literaturangaben be-
stimmen. Die Fasern, die den NM medioventral vedasund in die Decussatio cochlearis
dorsalis ziehen stellen dabei die projizierendeteaauf den ventralen NL der kontralatera-
len Seite. Entsprechend stellen die Fasern, dieNMrdorsorostral umrunden die Projekti-
onswege zum NL der ipsilateralen Seite (die gerais&ussion ist unter dem Teilkapitel
Nucleus laminaris zu finden).

Die Anordnung der Neurone in Form von dorsoventré@@ulen (RBEL und RARKS, 1975)
wurde zwar ebenfalls gesehen, jedoch erscheinices als das fundamentale Organisations-
prinzip des NM. Nicht in allen Fallen wurde die Adoung beobachtet, die der vosgL
undPARKS (1975) entsprach. In vielen Fallen wurden die Zelle einer homogenen Vertei-
lung gesehen, wobei die Fasern sich ihren Weg ddietzZellzwischenrdume bahnten, was
dann partiell zu einzelnen Saulen fuhren konntealladings nicht in der gleichen Ausrich-
tung wie in der genannten Arbeit geschnitten wuk@®n es sein, dald die entsprechend be-
schriebene Achse nicht getroffen wurde und sicludddein anderes Bild zeigte.

Die Zellen des caudolateralen Abschnittes, die\iilegrend vom apikalen Drittel der Cochlea
innerviert werden [BORD und RASMUSSEN 1963; RUBEL et al., 1976], unterschieden sich
deutlich vom Rest des Kerngebietes, wie hier beweaavurde. Die Autoren &oRD und
RASMUSSEN(1963) legten die Vermutung nahe, daf3 dieser Tied eestibuldare Funktion be-
sitzt. Nachfolgend erschienen mehrere Arbeiterdenen versucht wurde nachzuweisen, dal3
die Neurone nicht auf auditorische Reize reagier&wohl| RBEL und RARKS (1975) bei
Gallus gallus wie auch MNLEY et al. (1985) beBturnus vulgarihaben in Versuchen kei-
nerlei Hinweise auf eine auditorische Verarbeituong Zellen dieses Bereiches erhalten. Je-
doch sind in allen Fallen nur Apparaturen verwendatden, die keine Frequenzen unterhalb
von 100Hz erzeugen konnten. In den Arbeiten wirdern explizit darauf hingewiesen, daf3
nicht ausgeschlossen werden kann, dal3 diese Nesebné&ohe Erregungsschwellen besitzen
konnten, spezifisch auf Frequenzen unterhalb vd@iHtOreagieren oder beidesalKer und
MANLEY (1996) konnten durch Tracerexperimente zeigen keafe vestibularen Verbindun-

gen der Macula lagena zu den auditorischen Keresteben. Wie 80RD und RASMUSSEN
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(1963) in ihrer Studie anmerkten, kdnnen durch kdimplizierte Operation eventuell nicht
nur Fasern von der Macula lagena benutzt wordem sendern auch die der Papilla basilaris.
Weiterhin wird sowohl furGallus gallus[\WARcHoL und DALLOS, 1989], wie auch fucCo-
lumba livia[SCHERMULY undKLINKE, 199(, 199@B] eine Sensitivitat auf Infraschall angege-
ben. Bei der Taube sind die entsprechenden Haanzeth apikalen Bereich der Basilar-
membran gefunden wordend®ERMULY und KLINKE, 199(], jedoch ohne einen Anschlul3
an die Macula lagena. Da sich die Infraschalleit@meder Taube signifikant von denen der
normalen auditorischen Einheiten unterscheidetTHEBMULY und KLINKE, 1990, 199(8],
bleibt in weiteren Experimenten zu klaren, ob diash beim Huhn der Fall ist. Besonderes
Augenmerk sollte hierbei auf der Tatsache liegef§ on caudolateralen Abschnitt des NM
Calbindinysk positive Fasern gefunden wurden. CB-IR wurde asteonnur in den vestibula-
ren Kernen gesehen. Infraschall verarbeitende Zeédinnten zudem eine hoéhere zeitliche
Integration von Signalen aufweisenAbBLER et al.,1999] und somit ein evolutives Erkla-
rungsmuster fur das differente Auftreten in dendcdateralen Zellen liefern, wie es hier ge-
sehen wurde. Der Selektionsdruck hingehend zu &esonderen Adaptation in diesem Be-
reich ware dementsprechend sehr viel niedrigemalsostromedialen Teil, da der Calcium-
einstrom geringer ist.

In diesem Zusammenhang ist vermutlich auch derantale Kanal [Rsowskiund SAUN-
DERS 1980] der Vogel von Bedeutung, der eine Verbesgedaer Schalldruckunterschiede
zwischen den Ohren bewirkt. Besonders bei grof3efiewW@ngen ist dies von Bedeutung,
wenn die Welle um den Schadel des Tieres herumugelerd [DUDEL et al.,1996].

Akzessorisches Kerngebiet
Die vorgefundenen Zellen des akzessorischen Keregsblagen in der Bahn, welche die

einlaufenden Fasern des NVIlic zum NM nehmen. BaeAungsexperimenten mit anschlie-
Bender Anfarbung der Zellen in vivo konnte eineitaundche Funktion gezeigt sowie Tu-
ningkurven einer einzelnen Zellen aufgenommen wefHelISER, persdnliche Mitteilung].

Da der genaue Faserverlauf des NVllic durch dievache Immunreaktion im entsprechen-
den Gebiet nicht verfolgt werden konnte, 1&R3t sidht sagen wo eventuelle Projektionsorte
liegen. Zwei Moglichkeiten sind dabei wahrscheimliZum einen kénnten die Neurone Sig-
nale vom einlaufenden NVIlic auf ihrem Weg zum Nirinsisch modifizieren als auch sol-
che Signale die vom NM zum NL projiziert werden. iDalirekter Umgebung des Kerngebie-
tes jedoch fast ausschliel3lich die schwach anget@fasern des Hoérnerven zu finden waren
(Abbildung 3.9 und 3.10), erscheint die erste Mdlgteit als die plausiblere.
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Eventuell ergibt sich hiermit ein Hinweis auf eiagaloge Struktur zum ,Cochlear Root
Ganglion® bei Saugern.

Interessant erscheint weiterhin die Tatsache, alagteéreotaktischen Atlas voruknzEL und
MASSON (1988) die Fasern des NVllic an den Stellen umtentben eingezeichnet wurden, an
denen das Gebiet hier gefunden wurde. Dies istidalieauf den zwei hintereinander liegen-
den Tafeln 1.2 und 1.4 mit einem Abstand von 0,2demFall. Dies wirde sich mit den vor-
liegenden Ergebnissen decken, bei denen eine casitale Ausdehnung zwischen 240 und
320um gefunden wurde; gemessen an Hand der Anealdudeinander folgenden Schnitte,
in denen die Zellen zu finden waren. Auf der Tdf&l [KUENZEL und MassoN 1988] ist zu
sehen, dal der Nucleus angularis noch nicht veljelildet ist, so wie es auch in der vorlie-
genden Untersuchung erkannt wurde. Warum dieserZelicht verzeichnet sind kdnnte in
der dort verwendeten Schnittdicke von jeweils 200pegriindet sein. Dadurch waren diffe-
renzierte Einteilungen im entsprechenden Gebighu#ich nicht vorzunehmen. Es erscheint
als mdglich, dafl3 die Zellen dem VEL zugerechnetdenr dessen Ausdehnung nach den hier

vorliegenden Ergebnissen teilweise an andere Kberageheranreichen kann.

Nucleus laminaris
Im Nucleus laminaris wurde ausschlief3lich eine Imrneaktion auf Calretinin festgestellt.

Morphologisch zeigte sich dieses Kerngebiet ale eineidimensionale Schicht, deren Zellen
ebenso wie im NM tonotopisch organisiert sindfRs undRUBEL, 1975;RUBEL undPARKS,
1975]. Die Anhaufung von Zellen im caudolateralesil es Kerngebietes kdnnte dabei
durch die Veranderung der Lage im weiteren Verlaeririhren. Wie hier in Abbildung 3.1
dargestellt, beschreibt das Kerngebiet in einemiggam Abstand eine Umhillende des NM.
Durch die Steigung erscheinen in den mit 40um ivetitken Schnitten lateral mehrere Zel-
len gleichzeitig im Frontalschnitt. Weiterhin gibs Hinweise darauf, dal3 Neurone dieses
Bereiches andere Eigenschaften aufweisen konntewgal undMoOREST, 19824 ; KoppLuNd
CARR, 1997] auf die die Calretininfarbung keine Hinwegbt. Bestatigt werden kann, dal3
dieser Teil des Kerngebietes, der ebenfalls nieglguente Signale verarbeitet, in Uberein-
stimmung mit RBEL und RARKS (1975) sowie KPPLuUNd QG\RR (1997) teilweise keine deut-
liche Trennung zu angrenzenden Kernen aufweistiaffen beschreibenv®tH und RUBEL
(1979) perilaminare Zellen in diesem Bereich (siaheh KOPPLUNACARR, 1997).

Bei frisch geschlipften Tieren schien der NL imtralen Teil noch nicht seine maximale
Ausdehnung zu besitzen. Verschiedene Autoren beibeim, dal? der NL sich erst nach dem
Schlupf voll entwickelt [z.B. SUNDERS et al.1973] und etwa um P25 sein adultes Stadium
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erreicht [RARkS et al.,1987]. Im Verlauf der ersten Lebenswochen dringtMle bis unter den
vierten Ventrikel vor.

Wie bereits im Teilkapitel Nucleus magnocellulacmschlearis erwahnt, kbnnen keine hodo-
logischen Aussagen Uber Verbindungen mit dem NMogeh werden. Durch verschiedene
Versuche ist bereits gezeigt worden, dald auf desatkn Seite die Fasern des ipsilateralen
NM und auf der ventralen die des kontralateralen M¥Mninieren. So erfahrt das ventrale
Neuropil stets schwere Degenerationen, wenn dasaldorcochledre Biundel durchtrennt
[PARKS undRUBEL, 1975] oder das kontralaterale Ohr verschlossen f@ray et al.,1982].
Die Projektionsrichtung ist dabei stets vom NM zNIn[K ONISHI, 1993].

Ob es sich bei der gefundenen medialen Struktierbalb des vierten Ventrikels tatsachlich
um Glia handelt, bleibt in einem mdglichen Folgesxpent abzuklaren. Hier wirde der Ein-
satz eines GFAP Antikérpers von Wert sein, der ddaaktionen mit dieser Struktur zeigen
mufite.

Die Intensivierung des Neuropils in direkter Umgetpuler monozellularen Schicht zeigt den
Bereich an in dem sowohl die Axone des ipsi- undttadateralen NM terminieren, als auch
die Dendriten des Nucleus laminari\RRs et al. (1983) konnten zeigen, dal} etwa 42% des
Perikaryons und etwa 62% der Dendritenoberflache axonalen Endigungen des NM be-
setzt sind. Die Fasern des NM ziehen bis zu deleiZéeles NL und treten dort mit den kurzen
Dendriten [1TH undRUBEL, 1979] oder den Zellen selbst in Kontakt. Dabei ewrigie Da-
ten von RIBEL und RARKS (1975) darauf hin, dal3 jeder Punkt des NL raumgetrennte In-
nervationen von gleichen Orten des NM erhélt undanErweiterung auch von gleichen Or-
ten der Cochlea. Dabei wird beim Huhn in jedem hedHdemisphare abgebildet YSON et
al.,1994].

Die projizierenden Fasern vom NL verlaufen nachtna¢rund ziehen dabei an den vestibula-
ren Kernen vorbei. Dabei kreuzen sie sich mit dasefn des NVIIIv. Deutlich sichtbar war
dies in Schnitten, die auf CB immunhistochemischabelelt wurden (Abbildung 3.11 f). Die
Fasern vom NL, die selbst keine CB Immunreaktivigtfweisen, sind bei Tieren ab der Al-
tersstufe P13 als helles Band im VED zu erkenmanCR Material konnten dabei keine Ver-
zweigungen im entsprechenden Kerngebiet gesehedeweBei jingeren Tieren war dies
nicht so deutlich ausgepragt. Um den genauen Fedauv bestimmen zu kdnnen, missen
jedoch CR-IR Schnitte mit herangezogen werden,idsedErgebnisse nicht immer deutlich

ausfallen und somit nur als Hinweis auf die Lagsndn kdnnen.

Schulz, 2001: Verteilung von Calbingig und Calretinin in der afferenten Hérbahn @allus gallus f. domestica 66



Diskussion

Nucleus olivaris superior
Durch die Immunreaktionen auf die Antigene Caliatiand Calbindig,sk waren keine Un-

tergliederungen im Nucleus olivaris superior zuesehAuch altersabhdngige Unterschiede
waren durch die Immunreaktionen nicht zu erkennen.

Jedoch laf3t sich beobachten, daf3 am lateralen &etslCB positive Zellen und innerhalb
der OS CB positive Fasern gefunden wurden. Dieededind dabei immer in der medialen
Halfte des Bandes gelegen, welches den Kern voAulgéenflache des Gehirns trennt. Dieses
ist etwa 150 bis 230um breit und I3t sich an Had@dimmunreaktionen in zwei Abschnitte
untergliedern, wobei der mediale Abschnitt stete dibhere Reaktion auf die beiden Anti-
korper zeigt als der laterale. In der Literaturdsiiber diese Bereiche des Gehirns keine ge-
nauen Angaben zu finden. Nach eigenen Beobachtwsaennen hier jedoch viele Fasern zu
verlaufen, die im Hirnstamm nach dorsal ziehen. ddd&dnnen diese sowohl die rostralen
Abschnitte des NA tangieren, als auch zu den céaebe Pedunkeln hinaufziehen. Da eine
Verlaufsanalyse tber mehrere Millimeter in diesemeichen im Material nicht mdglich war,
l&Rit sich hier nur spekulieren, ob hier auditoressferbindungen mit dem Cerebellum beste-
hen oder Efferenzen verlaufen [siehe auelnd et al.,1998].

Nucleus lemniscus lateralis
Die Auswertung der Immunreaktionen auf Calretimigtén eine Untergliederung des Nucleus

lemniscus lateralis in zwei Subkerne nahe.

Da sich dieser Kern durch andere Farbemethodesatmver in die beschriebenen Abschnitte
trennen laft, stellt sich die Immunreaktion auf @&sAntigen als ein bedeutendes Werkzeug
fur weitere Untersuchungen dar. Die von vielen Eloesn vorgenommene Abgrenzung an
Hand des horizontal passierenden BlutgefaRessfR, personliche Mitteilung] kann damit
abgelost werden durch eine sehr viel exaktere wadigere Methode. Wie im vorliegenden
Material beobachtet werden konnte gibt die Abgregzan Hand des Blutgefal3es nur grob
die cytologischen Gegebenheiten wieder. Weiterhurde beobachtet, dal} das Blutgefal}
nicht in allen Schnitten zu finden ist.

Die Untergliederung kénnte neben der morphologiscliech auf funktionelle Unterschiede
in den beiden Subkernen hinweisen. Nach UntersgdmuanTyto albavon MANLEY et al.
(1988) entsteht im LLi (der von diesen Autoren als Nucléemmniscus lateralis posterior,
LLp, bezeichnet wird) eine ortsabhangige KodierdaeglID.

Bei Tyto albaentspricht dies dem Elongationswinkel der SchellgMANLEY et al., 1988].

Die CB positiven Fasern des LLv, die Uberwiegendziontal ausgerichtet sind und die des
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LLi, welche der dorsoventralen Achse folgen (Abbiid 3.13 b und d), kdnnen dabei ein
Hinweis sein, daR aucBallus gallusunterschiedliche neuronale Verarbeitungen in diese

Subkernen vollfuhrt.

Nucleus mesencephalicus lateralis, pars dorsalis
Die Bezeichnung MLd folgt hier dem stereotaktiscig¢ias von KARTEN und HODOS (1967)

UberColumba livig der die zentrale Masse dieser Struktur unterlathVentrikels als MLd
benennt. Dabei trennt das Stratum Griseum et RilbmoBeriventriculare (SGFPv) den MLd
vom Ventrikel. Die hier gewonnene Ergebnisse deetea Untergliederung des MLd an, wie
sie auch schon vonuBLLES et al. (1994) gezeigt wurde. Durch fehlende Literatu diesem
Kerngebiet beiGallus gallusmul® vermehrt auf die Schleiereule zuriickgegriftemden, wo
diese Struktur gut untersucht ist.

Die von RJELLESet al.(1994) beschriebene CR positive periventrikularmice, die mit dem
SGFPv identisch ist und direkt unterhalb des Vkalsi liegt, konnte nicht als deutlich CR
positives Areal dargestellt werden. Eine Untergieehg in einen Kern- und einen Shellbe-
reich lie3 sich ebenfalls nicht erkennen. Nur vezelt konnten CR positive Neurone bis di-
rekt unter den Ventrikel gesehen werden.

Die erste deutlich CR positive Struktur vom Venrgtilaus zeigte sich als stark immunreakti-
ves Band parallel zur Ventrikeloberflache. Sowobsipv angefarbte Neurone als auch Fa-
sern ziehen an den Enden dieser Struktur weitedemVentrikel herum in Richtung des op-
tischen Tectums. Die Organisation der CR positiNemirone konnte dabei auf eine topolo-
gieerhaltende Karte hinweisen, die der Kohonentagiel entspricht, wie sie aus neuronalen
Netzwerken bekannt ist [siehe aucloHONEN, 1995]. Diese wirde nach dem beobachteten
zunehmenden Ordnungsgrad der Neurone bei alteemeriTdarauf hindeuten, dal® sie nach
dem Schlupf modifiziert wird.

PUELLES et al. (1994) konnten diese Organisation an den von ihvemwendeten Sagit-
talschnitten vermutlich nicht oder nur schlechteenken, wie hier durch personliche Beobach-
tungen an eigenen Sagittalschnitten vermutet wekden. Diese Struktur wiirde von der La-
ge her dem externen Nucleus der Schleiereud@AmAsHI und KONIsHI, 1988] entsprechen,
in dem ebenfalls eine CR-Immunreaktivitdt nachgeetmewurde [KBKE et al.,1999] und in
dem eine akustische Raumkarte der Schallquellestedmif KbPPLet al.,2000].

FELDMAN und KNUDSEN (1997) konnten in Versuchen &iyto albazeigen, dald zwischen
dieser Schicht und dem optischen Tectum Kontakistiesen. Auch topologische Zusam-

menhange zwischen Schall und optischer Kalibrierkognten belegt werden, indem diese
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Karte experimentell neu strukturiert wurde. Diesspricht einem weiteren wichtigen Merk-
mal der Kohonenkarte, indem die synaptische Plgitierhalten bleibt und neu organisiert
werden kann.

FELDMAN und KNUDSEN (1997) geben den externen Nucleus dabei als dasl An, welches
sich unter dem gesamten Ventrikel ausdehnt (sieneAbbildung 2), wogegen AKAHASHI
und KONISHI (1988) diesen nur im ventrolateralen Bereich angébiehe dort Abbildung 16).
Die Angaben von E_.DMAN und KNUDSEN (1997) entsprechen dabei eher den hier am Huhn
gesehenen Gegebenheiten.

Direkt unterhalb der Schicht, die dem externen Buglentspricht, befindet sich ein CB posi-
tives Band von hochverzweigten Neuronen (Abbild@rih a und b). Im caudalen Abschnitt
ist dabei bei allen Tieren zu beobachten, dal’ efialnen Umfang zunimmt. Von diesem
zieht sich dann parallel und ventral zu dem CB tpasi Band unterhalb der CR Schicht ein
kurzes, CB positives Stiick hakenartig nach lateiral(siehe Abbildung 3.14, +240um). Da-
bei kdnnte es sich nach Vergleichen mit den Befand® RJELLES et al.(1994) um das pra-
isthmische, superfizielle Areal handeln (siehe ddrbildung 1c), welches nach diesen Auto-
ren einen schmalen Streifen im caudalen BereichMles bildet. Interessant ware es, den
gemeinsamen Ausgang des CB-positiven Bandes unelokss beschriebenen ,Zellhakens'
aus der im Umfang grofR3eren Struktur mit den Erged®m dieser Autoren in Einklang zu
bringen. Dies ist hier nicht moglich gewesen, dassd8and nicht als rAumlich getrennt vom
zentralen Teil des MLd gesehen wurde (vergleichrerdd Abbildung 1).

Das andere, direkt unter dem CR positiven Bancehiedg CB positive Areal, umhillt dabei
den ebenfalls CR positiven Core des MLd. Nach limgelsexperimenten vonAKAHASHI und
KONIsHI (1988) kdnnte dies mit den Projektionsorten desvgA Tyto albalbereinstimmen.
Auch die von diesen Autoren beobachtete Trennungian nicht Uberlappende Zonen mit
dem Coreareal stimmt dabei Uberein, obgleich hiee gollstindige Trennung an Hand der
Ergebnisse nicht explizit bestatigt werden kanresBiwéren allerdings nur minimal wie sich
durch Vergleiche von 40pum auseinander liegendeniéeh vermuten Iaft.

Im Core des MLd findet sich ausschlie3lich eine mneaktion auf Calretinin. Nach der be-
reits erwahnten Arbeit vonAKAHASHI und KONISHI (1988) ist diese morphologisch identisch
mit den Projektionsorten des NL. Dabei wird in &hleiereule sowohl die Spatiotopie, als
auch die Tonotopie der Signale aufrecht erhaltahem in den dorsalen Teilen des MLd Co-
res tieffrequentere und in den ventralen hohertatpre Signale abgebildet werden (siehe
dort Abbildung 8, kleines Bild). Auch AKAHASHI et al. (1987) beschreiben terminierende

Fasern des NL im Core Bereich des MLd. Jedoch dind eine Immunreaktion auf Calbin-
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din beschrieben. Der verwendete polyklonale Anfiedrscheint jedoch eine Kreuzreaktion
eingegangen zu sein. Im Zusammenhang mit diesekokpéer wird bei diesen Autoren un-
ter anderem auf die Arbeit voaNDE et al.(1981) hingewiesen. In einer Arbeit voluBKkE et

al. (1999) wird ebenfalls Gber eine CR ImmunreaktivititMLd Core berichtet.

4.3 Vergleiche mit anderen Arten

Neben den S&ugern sind die Vogel die einzigen temeviertreter, die neben einer komple-
xen Vokalisation auch ein komplexes Innenohr erikelichaben [MNLEY et al.,1985]. Die
Organisation der Gehorbahn zeigt sich in alleneRédlls ein ,distributed system’, wie es flur
motorische und sensorische Systeme hoherer Funtyjpasch ist [SIEPHERD 1988]. Die be-
schriebene tonotopische Organisation der primatghit@ischen Kerne NA, NM und NL
scheint dabei ein grundlegendes Prinzip zu seitch&e bei allen bisher darauf untersuchten
Vdgeln ahnlich ist [RBEL undPARKS, 1975;TAKAHASHI undKONISHI, 1988].

Gegenuber den Neuronen des NA existieren fur deeNiMd eine Vielzahl von Verdoffentli-
chungen zu verschiedenen Arten [z.BAVERI undMOREST, 19822, 1982, 1982; CARR und
BOUDREAU, 1993]. Im rostralen NM werden sowohl Bigito alba[TAKAHASHI undKONISHI,
1988] als auch béballus gallusfWARcHoL undDALLOS, 1990] hohe Frequenzen abgebildet,
im caudalen tiefe Frequenzen. Bei beiden Artentbasidie Neurone einen grof3en runden
oder ovalen Zellkérper mit wenigen oder keinen Deged [HAVERI und MOREST, 1982].

Die Innervation des NM erfolgt dabei durch den N\4tets auf der dorsalen Seite [z.B.
HAUSLER et al.,1999]. Auch die GréRenabnahme der Neurone des Nitaadolateral nach
rostromedial scheint zwischen den drei im Hirnstaguhuntersuchten Artehyto alba[TA-
KAHASHI und KoNisHI, 1988; CARR und BOURDEAU, 1993], Columba livia[HAUSLER et al.,
1999] undGallus gallus]RUBEL undPARKS, 1988] hochgradig korreliert zu sein.

Ein mdglicher Zusammenhang mit den hier beschriebddereichen des caudalen NM und
der Sensibilitdt auf Infraschall wird ebenfalls warschiedenen Autoren geaul3ert. Neben den
bereits erwdhnten Befunden zu diesem Thema (sigbleussion Nucleus magnocellularis
cochlearis) erscheint die Moéglichkeit Infraschalbilwnehmen zu kénnen als wichtiger Teil
der Orientierung beColumba livia[KREITHEN und QUINE, 1979]. Auch ist bereits flr eine
taxonomisch ebenfalls zu den Hihnervogeln gehoréngdelem Perlhuhn, Infraschallsensiti-

vitdt nachgewiesen HEURICHet al.,1984].
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Der ebenfalls tonotopisch organisierte NLARRS und RUBEL, 1975] dient dabei stets der
Schallquellenortung durch KoinzidenzdetektionvfRHOLT et al.,1992; KuBkE und CARR,
2000]. Wahrend beim Huhn nur eine Hemisphare im dblgebildet wird [WsoN et al.,
1994], laufen bei der Schleiereule beide Seitemmumsen und bilden im NL eine ortsgebun-
dene Kodierung des Azimuth §iepLet al.,2000]. BeiTyto albaist die Zahl der Neurone im
NL dazu deutlich erhoht fRks undRUBEL, 1975;CARR undKONISHI, 1990], wie auch das
auditorische System allgemein vergleichsweise gsbl§jegeniber des Huhns BKE und
CARR, 2000] und die hohe Abhéangigkeit des Beutegreifers der Schallquellenlokalisation
widerspiegelt. Der mediale Part des NL, in demwliehtigsten Frequenzen fir die Schall-
quellenortung verschaltet werden, ist dabei bessnpi®minent [KOPPLuUNdCARR, 1997]. In
der vorliegenden Arbeit konnten fur das Huhn keBesonderheiten in diesem Gebiet gese-
hen werden.

Alle Vogel und Reptilien bei denen eine tonotopescdrganisation des NM gezeigt werden
konnte weisen dabei ein &hnliches Bauprinzip aufja? dies vermutlich den Grundbauplan
fur nicht sédugetierartige, terrestrische Vertebradarstellt. So ist bei mehreren Schlangen
neben dem Nucleus angularis ein Nucleus magnoagutochlearis zu finden, der sich mor-
phologisch in zwei Teile untergliedern lait, wiegiauch bei Voégeln der Fall ist [MER,
1980].

Auch bei Reptilien, wo ein deutlich ausgebildetdr N finden ist, ist er &hnlich in Position
und Struktur zum Gegenstuck der VogellMR, 1975]. Nach Untersuchungen vonitMER
und KASAHARA (1979) an einigen Schildkroten findet sich ein Nicla in dieser Entwick-
lungslinie, ist dort jedoch nicht als monozellul&ehicht ausgebildet.

Daneben sind diese Kerngebiete auch mit denen denrialier homologisierbar.ARKS et

al. (1983) beschreiben die Homologie von NM undON/ Die grof3en, runden Zellen des
NM sind dabei ahnlich den buschigen Zellen des AVOBEneben existiert noch ein weiterer
Typ aus stellaten Zellen, der denen der caudolateRRegion des NM entspricht {i€KE und
CARR, 2000]. Auch fir die adulte Ratte wird ein Fehlemv@albindin positiven Zellen be-
schrieben. Jedoch sind einzelne Fasern vorhandemdliesen eindringen RAuF, 1994];
ahnlich zu den hier beobachteten VerhaltnisseiGh#dus gallus

Sauger verwenden eine &hnliche Art der ITD (in I&O) wie Vdgel um eine Schallquelle
im Azimuth zu bestimmen [&PpPLet al.,2000]. Diese scheint dabei jedoch auch auf monaura-
le Stimuli reagieren zu kdnnen §@TEL, 1999].

Das Einsetzen und die Aufrechterhaltung der CR &sgion scheint bei Végeln nicht von den

normalen auditorischen Eingdngen der Cochlea alifpanigsein [[RRKS et al.,1997;STACK
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und CoDE, 2000]. Dies scheint einen weiteren Unterschied eu $augern zu reprasentieren,
wo afferente Einflisse auf die Expression besckrielwurden [VWNSKky und JACOBOWITZ,
1995]. Trotz der Mdglichkeit anderer synaptischengénge beim Huhn ATksSON und
PARKS, 1988], die die CR Expression regulieren konnteh|ossen RRKsS et al.(1997), dal3
die basale Expression von CR davon nicht beeinfiufst.

Bei Saugern werden neben Calretinin, welches bgelddas einzige zu sein scheint, auch
weitere CaBP’s gefunden. Dabei handelt es sichisteeLinie um Parvalbumin und Calbin-
dinp2sk [PARKS et al.,1997]. So werden vonRESINA et al.(1995) Ergebnisse fU€hinchilla
laniger mit einem spezifischen Antikdrper beschrieben,igieAVCN eine deutliche CB Im-
munreaktionen von Neuronen und Fasern zeigen un®W@N Zellkorper. Ein Auftreten
von CB in Neuronen konnte hier nicht gezeigt werden

Neben den bereits angesprochenen Kernen lasseawsibhweitere hohere Stationen der affe-
renten Gehorbahn mit Kerngebieten der Sauger hayistdoen. Bereits 1968 schlof®8RD

an Hand von Faserverbindungen und Projektioneraitorischen Kerne im Hirnstamm auf
die Homologie von MLd und dem Colliculus infericgrdSauger.

Alles in allem deuten die verschiedenen Ergebnigsauf hin, dald die grundlegenden Ar-
beitsweisen mit denen die heutigen hdheren Vertetrdchall wahrnehmen und verarbeiten
aus denen der alten Reptilien hervorgegangen €BHTEL, 1999]. Die Systeme, die mit dem
Octavolateralissystem assoziiert sind evolviertagegien separat. Somit scheinen die Grund-
zuge fur die Systeme bereits vor 290 Millionen éahm ausgehenden Karbon determiniert

gewesen zu sein, wo die einzelnen hier erwéhnteieiibegannen zu diversifizieren.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Verteiludegr beiden calciumbindenden Proteine
Calbindinzsk (CB) und Calretinin (CR) in der afferenten GehdmbaonGallus gallus f. do-
mesticaaufzudecken. Zu diesem Zweck wurden von 14 Tiele Alters PO bis P40 die In-
nenohren als ,whole mount* sowie Dinnschnitte desifs immunhistochemisch nach der
ABC-Methode aufgearbeitet.

Neben den Innenohren wurden die Kerngebiete Nu@egslaris (NA), Nucleus magnocel-
lularis cochlearis (NM), Nucleus laminaris (NL), &leus olivaris superior (OS), Nucleus
lemniscus lateralis (LL) sowie der Nucleus mesehakgus lateralis, pars dorsalis (MLd)
ausgewertet. Zusatzlich wurde ein neues Kerngéleisthrieben, welches dorsal im caudalen
Hirnstamm liegt und bereits von verschiedenen Aanicals auditorisch erkannt wurdeaK
SER personliche Mitteilung), jedoch in der Literahislang keine Erwéhnung fand.

Weiterhin wird die Spezifitdt des polyklonalen CBtkorpers im Vergleich zur monoklona-
len Variante sowie Ahnlichkeiten des gesamten Systmit anderen Spezies diskutiert und
auf die Probleme die daraus entstehen hingewiesen.

Die anfangliche Vermutung hat sich bestatigt, del3dieser Tierart nach dem Schlupf nur

geringe altersbedingte Veranderungen im AuftreemRioteine gezeigt werden konnten.

Akzessorisches

K biet
erngebie VEL .o

dorsal
rostral

medial lateral

caudal
ventral

Abbildung 5.1: Die Verteilung der beiden Proteine Calbipghin(blau) und Calretinin (rot) in der afferenten Gehdrbahn von

Gallus gallus f. domestic®as Auftreten ist bei allen Tieren gleich und erfahrt nurginale, altersbedingte Veranderungen.
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In den Innenohren zeigten sich einzelne CR posikaasern zwischen den basalen Anteilen
der Haarzellen sowie eine deutliche CB Reaktionlem Stereovilli und den kutikularen Plat-
ten der Haarzellen.

Im NA erschienen einzelne CR positive Zellen, weltiei frisch geschlipften Tieren
(PO) noch nicht im ventralen Teil des Kerngebietehhanden waren. Erst bei dlteren Tieren
konnten auch im ventralen NA CR positive Zellengfes) werden. Die prozentuale Vertei-
lung der CR positiven Zellen im dorsolateralen Eeiigte sich signifikant korreliert mit dem
Alter. Bei keinem der untersuchten Tiere konnte @B positives Neuron im NA gesehen
werden. Dafir traten in allen Altersstufen im vatgn Bereich CB positive Fasern auf, die
den Kern horizontal infiltrierten.

Der NM zeigte eine deutliche und ausschlie3liche I@Runreaktivitat in allen Zel-
len. Ein caudaler und ein rostraler Part des Kdrigges konnten unterschieden werden. Wah-
rend im rostralen Teil die Zellen rund bis ovoidaienen, erschienen sie im caudalen Ab-
schnitt deutlich kantiger und trugen langere plasuohe Fortsadtze. Zudem fanden sich in
diesem Teil auch deutlich CB positive Fasern sogimee verminderte CR-IR der lateralen
Zellen. In dieser Arbeit wird vermutet, dal’} dastteten der CB positiven Fasern in den ers-
ten beiden Kerngebieten mit einer moglichen Serisiti auf Infraschall im Zusammenhang
stehen konnte.

Dorsal des NM wurde eine weitere CR positive Stiulteschrieben, die sehr dicht
mit den Fasern des NVIllic in Verbindung steht. Badrelt sich dabei um das bereits erwahnte
Kerngebiet, welches in der Literatur nicht erwéahirtd, jedoch in der unmittelbaren Nahe der
schwach CR positiven Fasern des NVllic liegt.

Die Zellen des NL zeichneten sich durch eine delliund CR Immunreaktivitat aus.
Gleiches galt auch fur das gesamte umgebende NewEsgkonnten im NL keine CB positi-
ven Strukturen gefunden werden.

In der OS wurden ebenfalls nur CR positive Zelled &asern gefunden. Lateral gele-
gen zeigten sich jedoch stets CR und CB positivleZevon denen bisher nicht beschriebene
Verbindungen in die OS ausgingen.

Der LL konnte an Hand der CR Reaktion in die beiderle LL, pars ventralis und
LL, pars intermedia differenziert werden. Diese lomférbung zeigt sich somit als ein mach-
tiges Werkzeug um die beiden Anteile darzusteliema sie sich in anderen Farbungen fast
nicht voneinander unterscheiden lassen. Die CBuUrdylzeigte einzelne dinne, einlaufende

Fasern im LL, pars ventralis, die horizontal vddie Im LL, pars intermedia folgten diese
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Fasern der dorsoventralen Achse. In beiden Falleneme Zunahme bei alteren Tieren zu
verzeichnen.

Im MLd konnten mehrere Areale immunhistochemisctgestellt werden. Zum einen
ist eine CR positive Struktur zu erkennen, welcke des externen Colliculus inferior der
Schleiereule zu entsprechen scheint. Die Forts#gzeCR positiven Neurone wiesen bereits
bei jungen Tieren eine Ordnung parallel zum Veetré&uf, die sich bei alteren Tieren noch
weiter erhdhte. Weiterhin kdnnen ein ebenfalls @Ritives ,Core Areal’ und ein CB positi-
ves ,Shell Areal’ diskriminiert werden. Eine weieBtruktur scheint mit dem voruBLLES et
al. (1994) beschriebenen praisthmischen, supdténiédreal zu korrespondieren.

Obgleich die genaue Funktion der calciumbindendeteihe im zentralen Nervensys-
tem der Vertebraten noch nicht aufgeklart ist, Ei€h feststellen, daf sich Antikbrper gegen
diese als hervorragendes Mittel eignen, um funktierDifferenzierungen und Subpopulatio-

nen von Neuronen darzustellen.
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ABC-Peroxidase Inkubation
Ldsung 1:500

Acetat-Imidazol-Puffer, pH 7.2

Antikérper-Inkubation, primarer, 3% NGS, 10mM PBS
Losung 1:5000, 3% NGS

Antikorper-Inkubation, sekundarer, 3%NGS, 10mM PBS
Antikdrper 1:200, 3%NGS

Diaminobenzidin-Entwicklerlésung, blau, Imidazol, aus DAB-Stammldsung
Entkalkungslésung, schonend

Gelatine zur Einbettung
Gelatine der Qualitat Bloom 300 oder Baker-Grade

Gelatine-Chromalaunlésung fur Objekttragerbeschichtung

Imidazollésung, 0.2M

PB, Phosphatpuffer, 0.1M, pH 7,4

PBS, Phosphatpuffer, 10 mM, pH 7,4

PTX, Phosphatpuffer mit 0.05% Detergenz und 8.5g NaCl auf 1000ml H,O, pH 7,4
Perfusions-Fixierlosung

Perfusions-Spullésung

TRIZMA, 1 M, pH 7,2

Wasserstoffperoxid-Inkubation, 0.3% in 10mM PBS
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Anhang B; Bildnachweise

Abbildung | Herkunft/Lokalisationscode Bemerkung

1.1 Biochemie, Stryer, 1996, Seite 1025 -

21la HK 49, Immunreaktion des Cerebellums CB mono
21b HK 49, Immunreaktion des Cerebellums CR

3.1 Zeichnung nach der Analyse der Lage in verschiedenen Sclerttser -

3.2 Ubersicht der CR positiven Zellen im NA, unterschiedlichedreie -

3.3 Boxplots der Quotienten, NA, Statistika V5.1 -

3.4 Prozentuale Verteilung, NA, Statistika V5.1 -

35a HK 48, S3/1-3/3 CR

35b HK 50, S1/1-3/2 CR

35¢c HK 49, S3/1-2/4 CR

3.5d HK 45, S6/1-2/3 CB poly
35e HK 43, S6/1-2/3 CB mono
3.6a HK 48, S1/1-3/3 CR

3.6b HK 48, S1/1-3/3 CR

36¢C HK 50, S1/1-2/4 CR

3.6d HK 50, S2/1-2/4 CB mono

3.7 Unterschiedliche Zellen der Altersstufe PO und P1 CR

3.8 Unterschiedliche Zellen der Altersstufe P13 und P40 CR

3.91 HK 50, S1/1-3/3 CR

3.9r HK 50, S1/1-3/1 CR

3.10 Zeichnung verschiedener Schnitte von HK 48(P0) und HK 49(P40) -
3.11a HK 45, S1/1-2/4 CR
3.11b HK 46, S3/1-2/1 CR
3.11c HK 43, S1/1-2/4 CR
3.11d HK 47 CB mono
3.11le HK 45 CB poly
3.11f HK 43, S6/1-2/4 CB mono
3.12a HK 48, S1/1-4/1 CR
3.12b HK 48, S2/1-4/1 CB mono
3.12c HK 47, S1/1-2/4 CR
3.12d HK 43, S1/1-3/3 CR
3.12e HK 49, S1/1-4/3 CR
3.12f HK 49, S2/1-4/3 CB mono
3.12¢g Camera lucida Zeichnung des unter 3.12 f angegebenen Neurons -
3.13a HK 48, S5/2-1/2 CR
3.13b HK 48, S6/2-1/2 CB mono
3.13¢c HK 49, S3/2-1/1 CR
3.13d HK 49, S4/2-1/1 CB mono
3.14 Camera lucida Zeichnung unterschiedlicher Schnitte des MLd von HK 49 -
3.15a HK 46, S5/1-4/4 CB mono
3.15b HK 49 CB mono
3.15¢c HK 46, S2/1-5/2 CR
3.15d HK 49 CR
3.15e HK 49 CR
3.15f HK 49 CR

3.15 Mitte | Zeichnung des MLd, aus verschiedenen Schnitten rekonstruiert -

3.16a HK 49 Ohr CB mono
3.16 b HK 49 Ohr CR
3.16c HK 49 Ohr CR
3.16d HK 49, S5/1-2/2 CR
3.16 e HK 49, S6/1-2/3 CB mono
3.16 f HK 49, S4/1-3/1 CB mono
3.17a HK 39, S3/1-4/3 CR
3.17b HK 43, S6/1-3/1 CB mono
3.17c HK 50, S1/1-4/2 CR
3.17d HK 50, S2/1-4/2 CB mono
3.17e HK 50, S1/2-1/1 CR

5.1 Zeichnung wie 3.1, mit farblicher Darstellung der Verteilung der iReote -
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