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1 Einleitung

Vergleicht man das Gehirn eines Amphibium mit dem Gehirn des Menschen, so
fallt auf, dass beiden ein gemeinsamer Bauplan zu Grunde liegt. Mit Ausnahme
des beim Menschen deutlich ausgepréagten zerebralen Kortex finden sich auch
im Amphibiengehirn die beim Menschen vorkommenden Strukturen wie Vor-
derhirn, Zwischenhirn, Mittelhirn, Tectum opticum, Thalamus, Kleinhirn, Nach-
hirn und Rickenmark, wenn auch in deutlich unterschiedlicher Auspragung und
Differenzierung. Gelingt es, die grundsétzlichen Zusammenhange der visuellen
Informationsverarbeitung bei Amphibien zu analysieren, kdnnte dies einen Bei-
trag zum Verstandnis der neurophysiologischen Zusammenhange bei hheren

Vertebraten ergeben.

Neuropeptid Y (NPY) ist ein potenter Neurotransmitter/modulator im zentralen
und peripheren Nervensystem der Mammalia. Er wurde erstmals 1982 von
TATEMOTO in Schweinehirnen nachgewiesen und ist bei der Steuerung einer
Vielzahl von physiologischen und pathophysiologischen Prozessen von Be-
deutung, wie beispielsweise der Regulation der Nahrungsaufnahme (INUI
1999), der Fettspeicherung (INGENHOVEN & BECK-SICKINGER 1999) oder
der Sekretion von Wachstumshormonen (KARLA et al. 1992).

Auch bei Amphibien konnte NPY in verschiedenen Hirnstrukturen nachgewie-
sen werden, unter anderem im Pallium, im praetectalen Thalamus (Lpd und
Lpv), im Tectum opticum, dem Torus semicircularis sowie im Tegmentum
(DANGER 1985, TONON 1992, LAZAR 1993). Die genaue Wirkungsweise von
NPY im retino-tectalen Transfer bei Anuren ist noch nicht hinreichend geklart,
es ist jedoch unumstritten, dass es unter anderem bei der visuellen Musterer-
kennung sowie bei der tectalen Erregungsausbreitung eine entscheidende Rolle
spielt. Es gilt als wahrscheinlich, dass der retino-tectale Transfer u. a. mittels
NPY kontrolliert wird, denn die lokale NPY-Applikation auf die Tectumober-
flache fuhrt zur Reduktion excitatorischer Komponenten visuell evozierter Feld-
potentiale (SCHWIPPERT & EWERT 1995, SCHWIPPERT et al. 1998).
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Weiterhin konnten NPY-immunoreaktive Fasern im Tectum nachgewiesen wer-
den, die von ipsilateralen, praetectalen thalamischen Arealen stammen
(KOZICZ & LAZAR 1993, CHAPMAN et al. 1995).

Die Retina bildet bei Amphibien die erste Instanz der Verarbeitung visueller In-
formationen. Die Weiterverarbeitung erfolgt direkt Gber das Tectum opticum und
den Thalamus (EWERT 1997). Retinale Ganglienzellen stehen indirekt Uber
praetecto-tectale Projektionsbahnen mit dem Tectum in Verbindung (EWERT et
al. 1974a, WEERASURYIA & EWERT 1983, KOZICZ & LAZAR 1993,
NORTHCUTT 1999). Mit Hilfe von Lasionsversuchen, in denen die praetectale
Lpd/P Region entweder mechanisch oder pharmakologisch ausgeschaltet
wurde, konnte der Nachweis hemmender thalamischer-praetectaler Einflisse
erbracht werden. Als Projektionsneuronen kommen bei Kréten TH3 und TH4-
Neuronen in Frage (BUXBAUM-CONRADI & EWERT 1995, EWERT 1974,
EWERT et al. 1996).

Mit der vorliegenden Arbeit sollte ein Beitrag zur Klarung des retino-tectalen
Transfers bei Anuren geliefert werden. Hierbei war die Wirkung von Neuro-
peptid Y auf die Amplitude und die Spike-Rate axonterminaler Aktionspoten-
ziale durch Einzellableitungen retinaler Ganglienzellen der Klassen R2 und R3
bei der Chinesischen Rotbauchunke (Bombina orientalis) zu untersuchen.
Diese Neuronen liefern den grdBten Input in das praetectal-tectale Netzwerk u.
a. fur die konfigurale Mustererkennung (EWERT 1984,1987,1991).

Falls bei retinalen Ganglienzellen im Tectum von Bombina orientalis eine Be-
einflussung der Spike-Amplitude und der Spike-Rate durch NPY nachweisbar
sein sollte, so wird dies Ruckschlisse auf die Wirkung von NPY im Tectum

zulassen.
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2 Anatomische Grundlagen

2.1 Das visuelle System der Anuren

Die Vorverarbeitung visueller Informationen findet bei Anuren, wie bei allen
Vertebraten, in der Retina statt. Bei Amphibien erfolgt die Weiterverarbeitung
des visuellen Inputs in erster Linie im Tectum opticum (TO) und im praetectalen
Thalamus (EWERT 1997), zuséatzlich sind verschiedene Strukturen des Vorder-
hirns und des Hirnstammes an der weiteren Verarbeitung beteiligt. Abbildung 1
zeigt eine schematische Ubersicht der an der Verarbeitung visueller Information
beteiligten Strukturen.

l Netzwerk

( H3; 1TH3; TH3

TSI ‘—-'TSI
T53 153

Lr_ Population __,C] |

Abbildung 1: Projektionsbahnen des Nervus opticus zu den verarbeitenden Hirnarealen. Dar-
gestellt werden mdgliche Verschaltungen in retino-praetectalen und retino-tectalen Netzwerken
sowie im praetecto-tectalen Netzwerk. Die Funktionseinheit (a) ist in ein praetecto-tectales
Netzwerk (b) integriert, dessen Output von tectalen Neuronenpopulationen, z.B. T 5.2 Neuronen
(c), verarbeitet und weitergeleitet wird. Im rechts dargestellten Netzwerk b’ ist eine direkte hem-
mende Einflussnahme praetectaler Neuronen (TH3) auf tectale Neuronen dargestellt. Der Aus-
schnitt des neuronalen Netzwerkmodells rechts zeigt die indirekte inhibitorische Kontrolle des
Praetectum Uber tectale Interneuronen (T 5.3), die auf Erregung durch TH3, einen hemmenden
Inputan T 5.1 und T 5.2 weitergeben. R2, R3, R4 = retinale Ganglienzellen;, TH3 = thalamische
Neuronen; T 5.2, T 5.3 = tectale Neuronen (nach EWERT 1991).

2.1.1 Aufbau der Retina

Die Retina ist eine dinne Schicht neuralen Gewebes am Augenhintergrund
(CAJAL 1892). Die Retina aller Vertebraten hat prinzipiell einen gemeinsamen
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Grundbauplan. Dies konnte aufgrund mikroskopisch-anatomischer Unter-
suchungen gezeigt werden (DOWLING 1976). Es bestehen allerdings Unter-
schiede beziglich der Zahl und Dichte der synaptischen Verbindungen, der
zellularen Verschaltungsmuster sowie der Topographie von Zelltypen. Hieraus
resultieren unterschiedliche Antwortcharakteristika der Ganglienzelltypen ver-
schiedener Species. Neben Rezeptorzellen, Stabchen und Zapfen, sind in der
Retina vier weitere Neuronentypen lokalisiert, Bipolarzellen, Horizontalzellen,
amakrine Zellen und Ganglienzellen. Jede Ganglienzelle steht Uber vertikale

VerknUpfungen mit mehreren Rezeptorzellen in Verbindung (DOWLING 1970).

Jeder Ganglienzelle ist ein Gesichtsfeldausschnitt zugeordnet, der als rezep-
tives Feld (RF) bezeichnet wird. Das RF gliedert sich in ein zentrales excitato-
risches rezeptives Feld (ERF) und ein umgebendes inhibitorisches rezeptives
Feld (IRF) (LETTVIN et al. 1959). Bei Anuren liegt eine nahezu vollstandige
Kreuzung der Ganglienzellaxone im Chiasma opticum zu kontralateralen Ge-
bieten im praetectalen Thalamus und zum TO vor (LARZAR 1971, GRUSSER
& GRUSSER-CORNEHLS 1976). Vom Chiasma ziehen Projektionen zur
ventrolateralen Wand des Diencephalon, bilaterale zum Nucleus Belonci,
Corpus geniculatum und anterioren Nucleus sowie zum postdorsalen Teil des
lateralen praetectalen thalamischen Nucleus und zum posterioren praetectalen
thalamischen Nucleus. Die erste Stufe der Verarbeitung bildet die Retina. Die
Lokalisation, Auswertung und Zuordnung der retinalen Eindriicke erfolgt durch
Zusammenwirken mit nachgeschalteten komplexen Funktionseinheiten des
zentralen visuellen Systems (EWERT 1976, 1984).

2.1.2 Praetectum

Tectum opticum und Praetectum bilden die sekundaren und tertidren Verarbei-
tungsstrukturen bei der Kodierung und Analyse optischer Signale. Wichtig hier-
bei ist die parallele und interaktive Verarbeitung der optischen Signale in beiden
Hirnarealen (EWERT 1986, 1987). Beim praetectalen Thalamus handelt es sich
um ein Areal zwischen Diencephalon und Mesencephalon bzw. zwischen cau-
dalem Thalamus und rostralem Tectum opticum, das dem Diencephalon zuge-
rechnet wird (NEARVY & NORTHCUTT 1983). Er setzt sich zusammen aus

dem lateralen posteriodorsalen Nucleus (Lpd), dem posterioventralen Nucleus
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(Lpv) und dem posterioren Nucleus (P). Diese Nuclei fungieren als Schaltstellen
zwischen verschiedenen Vorderhirnstrukturen und dem Tectum opticum im Zu-

sammenhang mit Lern- und Startprogrammen (EWERT 1971).

Im Tectum sind laterale Erregungsprozesse von besonderer Bedeutung. Diese
mussen zur Vermeidung einer ungehinderten Erregungsausdehnung uber wei-
tere inhibitorische Mechanismen kontrolliert werden. Hier werden sowohl eine
interne tectale Hemmung als auch eine Inhibition des Tectum durch das Prae-
tectum diskutiert. Diese extra-tectale Inhibition konnte mit Hilfe von Lé&sions-
experimenten nachgewiesen werden. Hierbei wurde die praetectale Lpd/p-
Region mechanisch oder pharmakologisch ausgeschaltet, wodurch die inhibi-
torischen Einflisse entfielen und ein unkontrolliertes Beutefangverhalten aus-
geldést wurde (EWERT 1968, INGLE 1973, 1980, EWERT et al. 1974, EWERT
& v. WIETERSHEIM 1974, EWERT 1987, BENEKE et al. 1992, SCHWIPPERT
et al. 1995a). Im Zusammenhang mit diesen Experimenten muss die retinale
Topographie bei der praetecto-tectalen Projektion Berlcksichtigung finden
(SZEKELY & LAZAR 1976). Vergleicht man die retino-tectale mit der retino-
praetectalen Projektion, so sind die retinalen Projektionsverhaltnisse im Prae-
tectum, bezogen auf die rostro-caudale Achse, spiegelverkehrt abgebildet
(EWERT et al. 1974a).

Immuncytochemische Untersuchungen an Rana esculenta und Rana pipiens
zeigen, dass Axone von praetectalen Lpd- und Lpv-Zellen unter Vermittlung von
NPY zur Oberflache des ipsilateralen Tectum projizieren (KOZICZ & LAZAR
1994, CHAPMAN & DEBSKI 1995). Mit Hilfe von antidromer Stimulations- und
Ableittechnik konnten bei Kréten hierfir TH3- und TH4-Neuronen identifiziert
werden (BUXBAUM-CONRADI & EWERT 1995). ROTH (2003) bestatigt fur
Bombina orientalis TH4 analoge Neuronen als inhibitorisch wirksame prae-
tectale Projektionsneuronen zum Tectum opticum. Es ist wahrscheinlich, dass
der retino-tectale Transfer mittels NPY kontrolliert wird, denn die lokale NPY-
Applikation auf die Tectumoberflache fihrte zur Reduktion excitatorischer Kom-
ponenten visuell evozierter Feldpotentiale (SCHWIPPERT & EWERT 1995,
SCHWIPPERT et al. 1998).
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Das Praetectum fungiert als Schaltstelle zwischen Tectum und telencephalen
Strukturen. Einerseits wirkt es modulierend auf das Tectum und vermittelt
andererseits zwischen Tectum und Telencephalon. In diesem Zusammenhang
wird eine "Gating Loop" diskutiert, die die hemmende Wirkung des Praetectum
auf das Tectum durch das Striatum inhibitorisch kontrolliert und somit durch
eine Enthemmung tectaler Neuronen visomotorische Reaktionen wie Beutefang
startet (EWERT 1987, 1997). Folglich unterlage das Praetectum seinerseits
einer telencephalen inhibitorischen Steuerung.

2.1.3 Tectum opticum

Das Tectum opticum bildet zwei ovale Korper (Lobi optici) im Bereich des
dorsalen Mesencephalon. Es weist bei Bombina orientalis eine Gesamtdicke
von etwa 500um auf (FUNKE 2005). Aufgrund seines deutlich gr6Beren Um-
fangs im Vergleich zum Praetectum, kann man bereits auf seine bedeutenderen
und vielseitigeren Funktionen rickschlieBen. Das TO gliedert sich alternierend
in zellreiche und faserhaltige Schichten. Sie werden als Layer 9 — 1 in distal-
proximaler Richtung bezeichnet (SZEKELY & LAZAR 1976). Die ventrikelnahe
Schicht 1 enthalt Gliazellen, die verzweigte Fortsatze zur Oberflache ent-
senden. In den Schichten 2, 4 und 6 sind neuronale Somata lokalisiert. Die
Faserschichten 3, 5, 7 und 9 enthalten nur wenige Zellkérper. Im Unterschied
zu den angrenzenden Schichten ziehen die Fasern der Schichten 3 und 5 zu
entsprechenden Schichten des contralateralen Tectum opticum und bilden so
die tectale Kommissur (Commissura tecti). Die oberen Bereiche der Schicht 6
und die Schicht 7 beinhalten die Hauptefferenzen des Tectum in das Tegmen-
tum und die Medulla oblongata. Die duBerste und dickste Schicht 9 wird in 6
Laminae (A — F) unterteilt, die die Endigungen retinaler Ganglienzellen ent-
halten (LAZAR 1989).

EWERT (1984, 1997) konnte mit Hilfe elektrophysiologischer Untersuchungs-
methoden verschiedene Neuronentypen in den unterschiedlichen Tectum-
schichten klassifizieren. Diese unterscheiden sich von axonalen Eingéangen
retinaler Ganglienzellen sowohl durch die GrdBe ihrer excitatorischen rezepti-
ven Felder (ERFs) als auch in ihren Antwortcharakteristika gegentber beweg-
ten Mustern (EWERT & BORCHERS 1971, GRUSSER & GRUSSER-



2 Anatomische Grundlagen 10

CORNEHLS 1976, MATSUMOTO et al. 1985, zusgef. s. EWERT 1984, 1996,
1997). Physiologisch werden sieben Hauptklassen (T1 — T7) tectaler Neuronen
unterschieden (GRUSSER & GRUSSER-CORNEHLS 1976), die im Falle von
T5 noch weiter differenziert werden konnen (EWERT 1984, 1997).

Morphologisch kdnnen sechs Neuronentypen klassifiziert werden, unter-
schieden nach Form, Lage und GrdBe der Zellkdrper, Verzweigungseigen-
schaften und der axonalen Verzweigungsmuster (SZEKELY & LAZAR 1976).
Abbildung 2 gibt einen Uberblick dariiber.

Abbildung 2: Laminarer Aufbau des Tectum opticum bei Amphibien (nach SZEKELY & LAZAR
1976). Dargestellt sind die einzelnen beschriebenen tectalen Schichten (nummeriert von 1-9 am
linken Rand) sowie die in den Schichten vorkommenden Neuronentypen (nummeriert von 1-10
innerhalb der Abbildung). 1, 2 = groBe birnenférmige Zellen; 3 = Pyramidenzellen; 4 = ganglio-
ndre Zellen; 5, 6 = kleine birnenférmige Zellen; 7 = bipolare Neuronen; 8 = Sternzellen; 9 =
amakrine Zellen; 10 = optische Endigungen.
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Eine morphologische Gruppe wird von Neuronen mit birnenférmigen Somata
gebildet, sie stellen den Hauptanteil der Neuronen in den Schichten 2, 4, 6 und
8 (SZEKELY & LAZAR 1976). Ein Apikaldendrit zieht bis zur Tectumoberflache,
am Soma entstehen unterschiedlich viele Basaldendriten. Dem Dendritenschaft
oder groBen sekundaren Dendriten entspringen Axone, die sich in Schicht 9
verzweigen. In Schicht 6 liegen die Somata pyramidaler Neuronen, die in Form
und GréBe den birnenférmigen Neuronen ahnlich sind, deren Somata allerdings
eine deutlich spitzere Form haben. lhr Apikaldendrit ist klrzer und verzweigt
sich schon in Schicht 6. Vom dendritischen Schaft ziehen lange Axone in die
Schicht 7, Uber die sie das Tectum verlassen und efferente Wege fir den
tectalen Output bilden. T5.2-Neuronen sind hierfir ein Beispiel, ihre Axone
konnten bis in die Medulla oblongata verfolgt werden (WEERASURIYA &
EWERT 1983, SCHWIPPERT et al.1990).

In den Schichten 6, 7 und 8 sind groBe ganglionische Zellen zu finden, sie wei-
sen ein unterschiedliches Verzweigungsmuster auf. Manche ihrer Dendriten
ziehen bis zur Tectumoberflache, andere verlaufen horizontal und ziehen Uber
die Commissura tecti hin zur contralateralen Tectumhalfte. Ihre Axone verlaufen
in der Regel in Schicht 7. Diese Neuronen gehdren, wie die pyramidalen Zellen,

zu den efferenten Neuronen des Tectum.

AusschlieBlich in Schicht 9 sind relativ kleine Sternzellen und amakrine Zellen
lokalisiert, wobei die amakrinen Zellen in deutlich geringerer Zahl anzutreffen
sind als die Sternzellen. Bei Sternzellen wird davon ausgegangen, dass sie als
hemmende Interneuronen fungieren. Sowohl Sternzellen als auch amakrine
Zellen erhalten Axonendigungen der birnenférmigen Neuronen. Weiterhin
lassen sich noch Bipolarzellen differenzieren, die sowohl in horizontaler als
auch in vertikaler Ausrichtung angeordnet sind. lhre physiologische Funktion
muss noch abschlieBend geklart werden (SZEKELY & LAZAR 1976).

Es muss davon ausgegangen werden, dass Vertreter dieser morphologisch
verschiedenen Neuronentypen zu spezifischen Funktionseinheiten (Modulen)
zusammengefasst sind und dementsprechend unterschiedliche Merkmale auf-
weisen (siehe hierzu Abb. 1; EWERT 1984, 1997). Sie bilden die Grundlage fir

die Auslésemechanismen visuell gesteuerter Verhaltensweisen.
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2.1.4 Retinale Ganglienzellen

Ganglienzellen bilden die innerste Schicht der Vertebratenretina. Samtliche In-
formationen, die vom Auge zum Gehirn gelangen, werden Uber ihre Axone im
Sehnerv geleitet. Bei Anuren lassen sich vier verschiedene Ganglienzell-Typen
mit retino-tectaler Projektion differenzieren. Unter Berlcksichtigung ihres Ur-
sprunges werden sie als Neuronen der Klassen R1 bis R4 bezeichnet
(LETTVIN et al. 1959, EWERT und HOCK 1972, GRUSSER und GRUSSER-
CORNEHLS 1976, SCHURG-PFEIFFER 1979). Sie unterscheiden sich in ihren
Antwortcharakteristika visueller Reizparameter, wie Reiz-Hintergrundkontrast,
Bewegungsgeschwindigkeit und SehwinkelgréBe der Muster bzw. abrupte
Lichtwechsel (on/off). Gemeinsam ist diesen Neuronen, dass sie ihre starkste
Erregung dann zeigen, wenn das bewegte Reizmuster der GréBe ihres ERF
entspricht, wobei die Aktivitdt deutlich sinkt, wenn das Reizmuster die GrdBe
des ERF Ubersteigt, wodurch es zu einer Erregung des IRF kommt. R2 und R3
Neuronen liefern hierbei den gréBten visuellen Input im praetectalen/tectalen
Netzwerk, das fur die konfigurale Mustererkennung verantwortlich ist (EWERT
1984,1987,1991).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung von NPY auf die Aktivitat reti-
naler Ganglienzellen an Neuronen der Klassen R2 und R3 untersucht, wobei
anzumerken ist, dass der Nachweis von Neuronen der Klasse R3 im Tectum
von Bombina orientalis relativ schwierig ist, da hier offensichtlich die Dichte die-
ser Neuronen geringer ist als beispielsweise bei Bufo marinus. Wenn eine
Aktivitat nachgewiesen wurde, handelte es sich in erster Linie um Neuronen der
Klasse R2, die bei Anuren in den oberen Schichten des Tectum opticum zu fin-
den sind (GRUSSER and GRUSSER-CORNEHLS 1976). Diese Ergebnisse
decken sich mit Untersuchungen zur neuronalen Aktivitdt im Tectum bei
Bombina orientalis und deren Nachweis mit Hilfe der '*C-2-Desoxiglukose-
Technik (mandliche Mitteilung FUNKE 2003).
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2.1.5 Neuronen der Klasse R2

Neuronen der Klasse R2 sind bei Bombina orientalis in den oberen Schichten
des Tectum opticum in einer Tiefe von 20 bis 60 um zu finden. Das rezeptive
Feld (RF) dieser Zellen ist 2° — 5° groB3. Neben der deutlichen Empfindlichkeit
gegeniber ERF-durchquerender Objekten zeigen R2 Neuronen "sustained
response” fur Muster, die in ihrem Feldzentrum gestoppt werden. Pl6tzlicher
Wechsel einer diffusen Beleuchtung wird von ihnen gar nicht oder nur mit einer
geringen ON-Entladung beantwortet. Sie werden am stérksten aktiviert durch

Quadrate oder kreisférmige Objekte mit einem Durchmesser von 4° bis 5°.

2.1.6 Neuronen der Klasse R3

Neuronen der Klasse R3 sind im Tectum von Bombina orientalis in einer Tiefe
von 60 bis 200 um zu finden. Das RF dieser Ganglienzellen ist 7° — 12° groB.
Sie antworten auf Lichtwechsel mit ON-OFF-Aktivierung und sind richtungs-
unabhangig aktiviert durch Objekte, die das RF durchqueren (LETTVIN et al.
1959, 1961). Diese Neuronen sind durch Quadrate oder kreisférmige Objekte
mit einem Durchmesser von ca. 9° am besten zu aktivieren.

2.1.7 Neuronen der Klasse R4

Die bei Bombina orientalis vorkommenden Neuronen der Klasse R4 befinden
sich in einer Tiefe von 200 bis 270 um. Das RF hat eine GrdBe von 15°. Sie
haben eine anhaltende OFF-Aktivierung mit haufig gruppierten Entladungs-

formen.
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3 Material und Methode

3.1 Versuchstier, Bombina orientalis (Chinesische Rotbauchunke)
3.1.1 Habitus und Lebensweise

Bei den Versuchstieren handelt es sich um Discoglossidae der Art Bombina
orientalis (BOULENGER 1890).

Abbildung 3: Bombina orientalis (Chinesische Rotbauchunke)

Diese zu den Tetrapoden z&hlenden Tiere werden systematisch wie folgt ein-
geordnet (REMANE et al. 1991)

Classis: Amphibia

Ordo: Anura

Subordo: Opisthocoela
Familia: Discoglossidae
Genus: Bombina

Species: Bombina orientalis

Bombina orientalis gehért als Scheibenziingler zu einer der urspringlichsten

Anurengattung. Zu dieser zd&hlen neben Bombina orientalis auch die Arten
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Bombina maxima (Riesenunke), Bombina variegata (Gelbbauchunke) und
Bombina bombina (Rotbauchunke). Das distinktive anatomische Merkmal die-
ser Familie ist die scheibenférmige Zunge, die nicht weiter als tber den Rand
des Mauls hinausgestreckt werden kann, da sie mit ihrer gesamten Flache am
Mundboden verwachsen ist (SIMON 1975).

Bei Bombina orientalis handelt es sich um einen der farbenprachtigsten
Froschlurche. Die Dorsalseite zeigt eine kréaftige grine Farbung mit schwarzen
Flecken, wohingegen die Ventralseite leuchtend rot ist bzw. bei Bombina
variegata gelb gefarbt und ebenfalls mit schwarzen Flecken unterbrochen ist.
Bombina orientalis erlangt mit 5 bis 6 Jahren die Geschlechtsreife und kann ein
Alter von ca. 25 Jahren erreichen. Adulte Tiere erreichen in der Regel eine
GréBe von 53 bis 56 mm (Kopf-Rumpf-Lange) (HERRMANN et al. 1987).

Beheimatet ist Bombina orientalis als tag- und nachtaktiver Bewohner stehen-
der und leicht flieBender Gewasser im nérdlichen China sowie in den Berg-
flissen von Schantung, in der Mandschurei, Korea, Russland (Primorje) und
Japan (auf den Inseln Tsuschima und Kiuschu). Die Vertikalverbreitung von
Bombina orientalis reicht von Meereshéhe bis Uber 500 m 0. NN. Es handelt
sich um einen Kulturfolger des Menschen, der Einzug hielt in Reisfeldern und
Teichen mit landwirtschaftlicher Nutzung. Das natirliche Nahrungsspektrum be-
steht unter anderem aus terrestrischen Evertebraten wie Insekten (hauptséach-
lich Raupen, Kéafer, Homopteren, Hymenopteren und Dipteren), Schnecken,
Wirmern und aquatischen Wirbellosen (Gastropoda, Notonectidae und
Dystiscidae), die im natirlichen Umfeld bis zu 50% des Beutespekirums aus-
machen (KUZMIN 1995).

3.1.2 Tierhaltung

Samtliche bei den Versuchen verwendeten Tiere stammen aus eigenen Nach-

zuchten.

Die Unken wurden in einem Amphibienraum in biotop-angeglichenen Terrarien
mit einer GréBe von 0,95 x 0,6 x 0,4 m unter konstanten Bedingungen gehalten.
Die Terrarien wurden zu einem Drittel mit einer Landzone (Schaumstoffmatten

mit einer Dicke von 3 cm) und zu zwei Dritteln mit einer Wasserzone einge-
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richtet (Temperatur 20° C), so dass die natlrlichen Lebensgewohnheiten und
Lebensbedingungen der Tiere anndhernd eingehalten werden konnten (vgl.
Richtlinien des Europarates ETS123, Appendix A, EWERT et al. 2005). Als
Unterschlupfmdglichkeiten dienten Korkrindenstlicke, halbierte Tontdpfe, Steine
und kunstliche Pflanzen. Die TiergruppengréBe betrug in der Regel maximal 15
Tiere pro Becken. Die Raumtemperatur betrug Sommer wie Winter konstant
22°C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60%. Die Tiere waren einem re-
gelméaBigen Tag-Nachtzyklus von 12 Stunden ausgesetzt. Das Nahrungsan-
gebot bestand aus Gammariden, roten Zuckmuckenlarven, Pimkielarven und
Drosophila. Um eine Modifikation des speciesspezifischen Beutefangverhaltens
zu verhindern, wurde auf eine direkte Fltterung verzichtet. Stattdessen wurde

die Nahrung in kleinen Schalen angeboten.

Die zur Vermehrung herangezogenen Tiergruppen wurden einer Winterruhe
ausgesetzt. Hierzu wurden die Zuchtgruppen von den Ubrigen Tieren getrennt
und in einem separaten Raum Uberwintert. Die Haltung der Versuchstiere
wurde durch das "Staatliche Veterindramt der Stadt Kassel" kontrolliert und
uberwacht. Die Versuchsdurchfihrung wurde vom Regierungspréasidenten
Kassel und der Ethikkommission der Universitat Kassel genehmigt.

3.1.3 Narkose und Operation

Zur Gewahrleistung einer schmerzfreien Operation wurden die Versuchstiere

mit Ketavet® (Parke-Davis & Company, Berlin, 1 %) narkotisiert.

Zur Bestimmung der bendtigten Narkosemitteldosierung war es erforderlich
Ketavet® Dosierungsversuche durchzufihren. Aus diesen Experimenten ergab
sich fir Bombina orientalis eine letale Dosis von 80mg/kg Kdérpergewicht. Zur
Durchfihrung der praparativen Schadel6ffnung wurde 35mg/kg Kérpergewicht
subcutan injiziert. Es ist jedoch festzustellen, dass die erforderliche Ketavet-
menge nicht proportional zum Kdrpergewicht zunimmt, sondern sich ab einem

Kérpergewicht der Tiere von 10 g um ca. 15% nach unten verschiebt.

Ketavet® wird nachweislich bei Bombina orientalis langsamer abgebaut als bei-
spielsweise bei Bufo marinus. Bei dieser Species konnte schon etwa 3 Stunden

nach der Praparation mit der neurophysiologischen Ableitung begonnen werden
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(BUXBAUM-CONRADI 1996), wohingegen bei Bombina orientalis eine Warte-
zeit von ca. 24 Stunden eingehalten werden musste. Dies wurde in Vergleichs-
ableitungen vom Tectum opticum festgestellt. Ohne Einhaltung einer Wartezeit
zeigte sich eine deutliche Verringerung der Grundaktivitat im Vergleich zu der

Grundaktivitat nach Einhaltung einer 24stindigen Frist.
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Abbildung 4: Gegeniberstellung der abgeleiteten Grundaktivitdt (Grundrauschen) zur Dar-
stellung des Einflusses von Ketavet® auf die Grundaktivitat retinaler Ganglienzellen.

In der oberen Abbildung wird die Ableitung der Grundaktivitdt 3 Stunden nach der Praparation
dargestellt;

In der unteren Abbildung wird die Ableitung der Grundaktivitit 24 Stunden nach der Pradparation
dargestellt. Es ist erkennbar, dass die Grundaktivitdt von Bombina orientalis 3 Stunden nach
der Prédparation deutlich reduziert ist.
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Zur praparativen Offnung des Schadeldaches wurden die Versuchstiere je nach
Kdrpergewicht 1 bis 2 min mit CO, begast. Durch diese ,Blitznarkose” in ihren
Bewegungen eingeschrankt, konnte das Narkotikum subcutan in den
Bauchraum injiziert werden. Bei Ketavet® (Wirkstoff: Ketaminhydrochlorid) han-
delt es sich um ein Anasthetikum mit raschem Wirkungseintritt. So konnte
schon ca. 30 min nach der Injektion mit der Praparation begonnen werden.
Hierflr wurden in der Regel 10 bis 20 min bendtigt. Zur Freilegung des Tectum
wurde zunachst der dorsale Kopfhautlappen entfernt und anschlieBend die
Schadeldecke mit Hilfe eines Elektirobohrers beseitigt. Die Pia mater konnte
nicht entfernt werden, da diese, wie zum Beispiel auch bei Rana temporaria,
fest mit dem Tectum opticum verwachsen ist. Um eine Wundinfektion zu ver-
meiden, wurden die Wundrander nach der abgeschlossenen Praparation mit
Nebacetin® (Firma Yamanouchi, Wirkstoff: Neomycinsulfat, Bacitracin) behan-
delt. Eine Schadigung des Gehirns durch Austrocknen wurde sowohl durch die
natdrliche Bedeckung mit Liquor als auch durch das Aufbringen von chemisch

reinem Paraffindl (Firma Merck) verhindert.

3.1.4 Demobilisierung

Zur Sicherstellung einer stabilen Positionierung der Versuchstiere tiber den ge-
samten Versuchszeitraum war eine vollstandige Ruhigstellung der Tiere
zwingend notwendig. Zur Demobilisierung wurde den Tieren Succinylcholin
(Succinyl-Asta®, 0,2%) in einer Dosis von 37l pro 10g Kérpergewicht subcutan
verabreicht. Diese Menge stellte sicher, dass die Tiere wahrend der gesamten
Versuchszeit nicht in der Lage waren sich zu bewegen. Ebenso wie die
Dosierung von Ketavet®, wurden diese Werte durch zahlreiche Dosierungsver-
suche im Vorfeld ermittelt. Durch den raschen Wirkungseintritt des
Pharmakons, konnte schon ca. 15 bis 20 min nach Injektion mit den Unter-

suchungen begonnen werden.

|:|:H3 0 (le3
Hgc—f|\|‘—cHQ—CHE—D—&—CHE—CHE—%—CHE—CHE—rTJ'—CHg
CH; 0 CH;

Abbildung 5: Strukturformel Succinyl(di)cholin
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Bei Succinylcholin handelt es sich um ein Muskelrelaxans mit dem Wirkstoff
Suxamethoniumchlorid. Succinylcholin fUhrt, durch eine anhaltende Depolari-
sierung der motorischen Endplatten, zu einer neuromuskuldren Blockade der
Erregungstibertragung und somit zur Relaxation der Skelettmuskulatur. Dies
hat auch einen Ausfall der Lungenatmung zur Folge. Da Bombina orientalis ca.
80% ihres Sauerstoffbedarfes Uber die Hautatmung abdeckt, tritt auch bei
fehlender Lungenatmung keine Sauerstoffunterversorgung des Gehirns ein. Die
Versuchstiere wurden mit feuchtem Zellstoff abgedeckt, wodurch das Aus-
trocknen der Haut verhindert und eine ausreichende Sauerstoffversorgung

sichergestellt wurde.

Die folgenden neurophysiologischen Untersuchungen am freigelegten Gehirn
verursachten bei den Tieren keinerlei Schmerzen, da das Gehirn der Wirbeltiere
schmerzunempfindlich ist. Die dermalen Wundrander der Operationsflachen

wurden, um Schmerzfreiheit der Tiere zu erreichen, mit Meavarin® behandelt.
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3.2 Neuropeptid Y (NPY)

NPY wurde erstmals 1982 von TATEMOTO aus Schweinehirn isoliert
(TATEMOTO, 1982). NPY st ein aus 36 biologisch aktiven Aminosauren be-
stehendes Peptid. Die Namensgebung ist auf die Tyrosinreste an beiden Enden
und an den Positionen 20, 21 und 27 zurickzufihren. Es gehdrt einer Familie
von pankreatischen Polypeptiden an, zu der neben NPY auch Peptid YY (PYY)
und das pankreatische Polypeptid (PP) angehéren. Sowohl PYY als auch PP
weisen eine hohe strukturelle Homologie zu NPY auf, 50 % mit PP und 70 %
mit PYY (LARHAMMAR 1996, SUNDLER et al. 1993). NPY und PYY ist in allen
Vertebraten zu finden, wohingegen PP lediglich bei den Tetrapoden vorhanden
ist.

Abbildung 6: Primdrstruktur von Neuropeptid Y (NPY).

3.2.1 Wirkungsweise von NPY

NPY fungiert als Neurotransmitter im zentralen und peripheren Nervensystem,
wohingegen PYY und PP hauptsachlich Hormoncharakter zeigen (CONLON et
al. 1991). NPY hat sich evolutionar nur wenig veréndert. So unterscheiden sich
NPY von Mensch und Schwein nur in einer Aminosaure an Position 17 (hNPY:
Methionin, pNPY: Leucin). Erstaunlicherweise unterscheidet sich die NPY-Se-
quenz des Menschen von der Sequenz bei Torpedo mamorata (Rochen) nur in
3 Positionen (LARHAMMAR 1996), obgleich dieser entwicklungsgeschichtlich
sehr weit vom Menschen entfernt ist. Diese evolutiondre "Standhaftigkeit" er-
klart wohl die Rolle von NPY an der Regulation fundamentaler physiologischer
Prozesse. Die Freisetzung von NPY fihrt unter anderem zur Steigerung der
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Nahrungsaufnahme (INUI 1999) und erhdht die Aktivitat von Lipoproteinlipase,
wodurch die Fettspeicherung gesteigert wird (INGENHOVEN & BECK-
SICKINGER 1999). Innerhalb des zentralen Nervensystems (ZNS) wird die Se-
kretion des luteinisierenden Hormons und von Insulin durch NPY gesteigert, die
Sekretion von Wachstumshormonen verringert (KARLA et al. 1992). Diese Er-
kenntnisse fihren zu der Annahme, dass NPY in der Pathophysiologie von
Adipositas und Diabetes eine entscheidende Rolle zukommt. Im peripheren
Nervensystem reguliert NPY den zirkadianen Rhythmus von Saugern (HALL et
al. 1999), verstarkt Gedéachtnisleistungen (FLOOD et al. 1989) und vervielfacht
die vasokonstriktorische Wirkung von Noradrenalin und Angiotensin Il (MATURI
et al. 1989, WAHLSTEDT & HAKANSON 1986). Aufgrund dieser vielféltigen
Beteiligung von NPY an den verschiedensten physiologischen Prozessen muss
eine komplexe Signaltransduktion zur Generierung selektiver Steuerungs-
signale in den einzelnen Effektororganen vorliegen. Man geht davon aus, dass
unterschiedliche Rezeptorsubtypen durch Bindung verschiedener NPY-Konfor-
mationen und spezifischer Aminosaureseitenketten des Neuropeptidhormons
selektiv aktiviert werden (BECK-SICKINGER 1996).

3.2.2 NPY Rezeptoren

Es werden zur Zeit sechs NPY-Rezeptorsubtypen unterschieden: Yy, Y2, Y3, Yq,
Ys, Ys. Sie sind in verschiedensten Geweben lokalisiert, wobei die Expressions-
dichten fir BlutgefaBe, Nieren, Pankreas, Darm und Gehirn erhéht sind
(INGENHOVEN & BECK-SICKINGER 1999).

3.2.2.1 Y4-Rezeptor

Die mRNA dieses Rezeptors wird im Gehirn (Hypothalamus Cortex Amygdala),
in peripheren Organen wie Herz, Niere, Milz, Lunge und in der Skelettmuskula-
tur exprimiert. In der Peripherie ist er hauptsachlich postsynaptisch an Blut-
gefaBen lokalisiert. Er hat eine hohe Affinitat zu NPY, PYY und zur NPY-
Mutante NPY [P%]. Die Aktivierung des Y;-Rezeptors 16st in der Peripherie eine
langanhaltende Vasokonstriktion aus und verstarkt die Wirkung anderer ge-
faBverengender Substanzen wie Noradrenalin und Angiotensin Il. Weiterhin
scheint der Yi-Rezeptor zusammen mit anderen Subtypen die Nahrungsauf-

nahme zu regulieren.
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3.2.2.2 Y,-Rezeptor

Dieser Rezeptor gilt als dominierender NPY-Rezeptorsubtyp im Gehirn. Er wird
in besonders hoher Dichte im Hippocampus gefunden (DUMONT et al 1991).
NPY inhibiert durch Ankopplung an praesysnaptische Y,-Rezeptoren die
Freisetzung von Glutamat im ZNS (GRUNDEMAR 1991), das fir die
antikonvulsiven Wirkungen von NPY von Bedeutung sein kdénnte. AuBerdem
inhibiert NPY die Freisetzung von Noradrenalin und Acetylcholin im peripheren
Nervensystem und beeinflusst dadurch regional die Durchblutung. Auch die
analgetische Wirkung von NPY soll auf einer Stimulation des Y:-Rezeptors
beruhen.

3.2.2.3 Y3-Rezeptor

Die Existenz dieses Rezeptortyps wurde aufgrund pharmakologischer Ergeb-
nisse postuliert, ist aber noch nicht hinreichend belegt. Daher wird in diesem
Zusammenhang von einem "mutmaBlichen" ("putativen") Ys;-Rezeptor gespro-
chen. Hauptunterscheidungsmerkmal zu den Rezeptoren der Typen Y; und Yz
ist, dass der Y3 Rezeptor kein PYY erkennt. Es wird jedoch davon ausgegan-
gen, dass er modulierend auf Glutamateffekte und die Herzkreislaufregulation
wirkt (GRUNDEMAR 1993).

3.2.2.4 Y,-Rezeptor

Die mRNA des humanen Y4-Rezeptors wird vorrangig im Verdauungstrakt de-
tektiert. Es wird davon ausgegangen, dass er gastrointestinale Funktionen be-
einflusst. Im ZNS wurden auch Y4-Rezeptorsubtypen nachgewiesen, Uber die
NPY eine Stimulation der Gonadotropinfreisetzung induzieren kann
(BUSCHAUER 2000).

3.2.2.5 Ys-Rezeptor

Uber diesen Rezeptortyp reguliert NPY die Nahrungsaufnahme bzw. Appetit-
regulation. Er wurde fast ausschlieBlich in Gehirnarealen nachgewiesen, in be-
sonders hoher Konzentration im Hypothalamus, die flur die Appetitregulation
und die Modulation Krampf auslésender Stimuli wichtig sind (GERALD et al.
1996). In der Peripherie konnte bei Ratten, mit Ausnahme der Hoden, keine Ys-
mRNA detektiert werden. In Tierversuchen mit Nagern konnte durch NPY-Injek-

tionen eine deutliche Steigerung der Nahrungsaufnahme beobachtet werden.
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Weiterhin wird eine Beteiligung von Ys-Rezeptoren in Zusammenhang mit der
NPY-induzierten Steigerung der Diurese und Natriurese sowie mit der Erniedri-
gung des Glucosespiegels diskutiert (BUSCHAUER 2000).

3.2.2.6 Yg-Rezeptor
Dieser Rezeptor wurde zunéchst als Ys-, Yog oder als PP,-Rezeptor bezeichnet.
Zentrale Effekte konnten bisher jedoch nur bei Mausen und Kaninchen nach-

gewiesen werden.

3.3 Versuchsaufbau und Versuchsdurchfiihrung

Bombina orientalis zeigt bei warmeren Temperaturen zwei Aktivitatsspitzen,
zwischen 10-12 Uhr und 18-20 Uhr (KUZMIN 1995). Die Versuche wurden im
Zeitraum der ersten Aktivitatsspitze durchgefthrt. Zur Durchfihrung der neuro-
physiologischen Ableitungen wurden die demobilisierten Tiere derart in dem
Versuchsbecken fixiert, dass sie einen ungehinderten Blick auf das Areal der

Musterprasentation hatten.

Zur Verringerung bzw. Vermeidung von Stérpotenzialen wurden die Versuchs-
tiere unter eine geerdete Kupfermatte platziert. Die indifferente Elektrode wurde
am Schéadelknochen platziert, die Ableitelektrode wurde mit Hilfe eines Mikro-
manipulators in die zu untersuchende Gehirnregion eingefuhrt. Die Verwendung
des Mikromanipulators stellte sicher, dass die genaue Tiefe bzw. Schicht im

Tectum erreicht wurde.

Die Auswahl der Ableitareale erfolgte, in Anlehnung an die in der Abteilung
Neurobiologie der Universitdt Kassel durchgefuhrten Arbeiten, mittels
Stahlelektroden an neun standardisierten Ableitorten des Tectum (BENEKE et
al. 1992 SCHWIPPERT et al. 1995). Auf Grundlage der Kartierungsversuche
von Bufo marinus und Bufo bufo spinosus, hier konnten hinsichtlich der Feld-
potenzialamplituden Unterschiede festgestellt werden, je nachdem von
welchem der neun Punkte abgeleitet wurde (SCHWIPPERT et al. 1993, 1995,
1995b, GERNERT 1995, ROTTGEN 1999). Bei Bombina orientalis diente der
Bereich E des Tectum als Ableitort. Es zeigte sich, dass die gréBten Ampli-
tuden, wie auch bei GERNERT (1995), im Bereich E registriert werden konnten.
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Abbildung 7: Position tectaler Ableitorte und ihre Entsprechungen im Gesichtsfeld der Kréte.
Der binokulare Bereich des Gesichtsfeldes ist schwarz unterlegt.

3.3.1 Intrazellulare Ableitung

Messbare Potenzialanderungen liegen im Bereich von 10 bis 500 pV. Bedingt
durch den hohen Widerstand der Messelektroden und einer daraus resultieren-
den Abnahme der messbaren Spannung, wurden die Potenziale mit Hilfe eines
hochohmigen Differenzverstarkers (Burr Brown Ina 110 DG) mit anschlieBender
Frequenzfilterung um das 100fache verstarkt und zur Sichtbarmachung an ein
Elektronenstrahl-Oszilloskop (Tektronic 5113) weitergeleitet. Uber einen ange-
schlossenen Lautsprecher konnten die Signale akustisch bewertet werden. Dies
ermoglichte eine erste Einschatzung der neuronalen Aktivitdt, nachdem die
Ableitelektrode in das Nervengewebe eingefiihrt wurde. Uber einen Analog-
Digital-Wandler (CED 1401 plus interface, Cambridge Electronic) wurden die
abgeleiteten Signale simultan in einem PC aufgezeichnet und anschlieBend mit

der Software "Spike 2" weiterverarbeitet.
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3.4 Visuelle Stimulation

Abbildung 8: Darstellung der Versuchsapparatur. Das Versuchsbecken (a) diente zur Fixierung
der Tiere wahrend der Versuche. Mit Hilfe des Mikromanipulators (b) wurde die Ableitelektrode
positioniert. Durch Mikromanipulator (c) wurde die Applikationskapillare platziert. Im Hintergrund
ist der elektrisch gesteuerte Musterprdsentationsapparat (d) zu sehen.

Zur visuellen Stimulation wurden den Versuchstieren im Laufe des Experiments
Quadrate mit der Kantenlange 10 X 10 mm présentiert, die aus schwarzem,
nichtreflektierenden Karton angefertigt wurden. Fir die Dauer der Experimente
wurde die Versuchsapparatur durch zwei Halogenstrahler beleuchtet, so dass
eine diffuse Beleuchtung herrschte.

Quadrate stellen eine sehr reizwirksame Beuteattrappe flir Bombina orientalis
dar (KUHN 2003) und erschienen somit zur Untersuchung der Antwortcharak-
teristika von retinalen Ganglienzellen der Klassen R2 und R3 am sinnvollsten.
Diese Muster wurden in einem immer gleichen Reizmusterschema, mit einer
Geschwindigkeit von 2,4 mm/sec, horizontal durch das Gesichtsfeld der Unken
bewegt. Der Abstand des Versuchstieres zum prasentierten Muster betrug 15
cm. Die erste Musterpréasentation erfolgte immer von links nach rechts.
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Nach einer Pause von 2 Sekunden wurde das Muster von rechts nach links
prasentiert. In dieser Art wurde das Muster wéahrend der Ableitung viermal
durch das Gesichtsfeld des rechten Auges des Versuchstieres bewegt.

Dieses Musterschema wurde

ohne Applikation von NPY
mit NPY

nach einer Erholungsphase (recovery)
durchgefahrt.

Mit Hilfe zweier Lichtschranken konnte der Ein- bzw. Austritt des prasentierten
Musters in das Gesichtsfeld kontrolliert werden. Uber eine Verschaltung mit
dem CED-Interface konnten diese simultan zur neuronalen Impulsfolge aufge-
zeichnet werden, so dass die neuronalen Impulsfolgen dem entsprechend pra-

sentierten Muster zugeordnet werden konnten.

Chronologische Kurzfassung der Versuchsdurchfihrung:

—

. PrGfung der Beutefangaktivitat
2. Narkose und anschlieBende operative Er6éffnung des Tectum opticum

3. Nach 24-stiindiger Erholung der Versuchstiere Demobilisierung mit
Succinylcholin und Prasentation des 1. Reizmusterschemas

4. Applikation von NPY und 4 weitere Prasentationen des Reizmuster-

schemas
5. Markierung der Ableitorte

6. Totung der Versuchstiere und Anfertigung histologischer Schnitte



3 Material und Methode 27

Absd -
Abs3 AV SR
Abs 2 T HRA
Abs1 L

3_

6,
8
; _ _ _ _ _ _ _ B
z 4]

M1 M2 M3 M4
2_
c c c
0 | I |
06 a b a b a b a b

volt

Abbildung 9: Beispiel fiir einen Screenprint des Spike 2 Analyseprogramms. Darstellung einer
Originalableitung ("Multi-Unit" Spike-Aktivitat) mit stark gestauchter Zeitachse. Kanal 1 zeigt die
Originalmesssignale. Kanal 2 stellt das prédsentierte Reizmusterschema dar (M1 = 1. Muster-
présentation (Abschnitt 1), M2 = 2. Musterprdsentation (Abschnitt 2), M3 = 3. Musterprésenta-
tion (Abschnitt 3), M4 = 4. Musterprdsentation (Abschnitt 4), wobei a den Eintritt und b den
Austritt der Reizmusterattrappe in das Gesichtsfeld der Unke kennzeichnen. Die Pausen von 2
s zwischen den Musterprdsentationen sind mit ¢ gekennzeichnet. Kanal 3 symbolisiert jeden
detektierten Spike durch einen senkrechten Strich.

3.5 Markierung des Ableitortes

Um exakte Aussagen Uber die morphologische Lage des Ableitortes treffen zu
kénnen, wurden diese nach Beendigung der Versuche durch anodischen
Gleichstrom (10pA fir 9 s) markiert. Da die Widerstande der verwendeten
Elektroden nicht immer exakt gleich waren, wurde dabei eine Konstantstrom-
quelle mit stromproportionaler Rickkopplung verwendet. Die hierdurch an der

unisolierten Elektrodenspitze freigesetzten Eisenionen (Fe*) kénnen nach
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Oxidation zu Fe** durch die Berliner-Blau-Methode bei Kernechtrot-Gegen-
farbung dargestellt werden. Der sich bildende blaue Komplex ist lichtmikrosko-
pisch gut von den rotlichen Neuronen zu unterscheiden. Zur histologischen
Aufarbeitung der markierten Gehirne wurden Querschnitte (14 um) angefertigt,
anhand derer die genaue Position der Elektrodenspitze zugeordnet werden
konnte.

3.6 Mikroelektroden

Um elektrophysiologische Potenziale einzelner Neuronen im Tectum opticum
ableiten zu kdnnen, hat sich die Anwendung von Stahlelektroden bewéahrt
(SCHURG-PFEIFFER 1979, BUXBAUM-CONRADI 1995, GLAGOW 1999).
Diese Ableitungstechnik wurde auch bei Bombina orientalis verwendet.

3.6.1 Herstellung der Ableitelektroden

Zur Herstellung der Ableitelektroden wurden ausschlieBlich rostfreie Insekten-
stahlnadeln (Austria 000) verwendet. Diese wurden nach der "Gottschalk-
Methode" angespitzt. Dabei wurden die Nadeln mit dem Kopf nach unten in
eine 25%-ige HCI-Lésung getaucht und durch das Anlegen eines Wechsels-
pannungsfeldes (Ues = 5V, f = 50 Hz) elektrolytisch "angespitzt". Um den erfor-
derlichen Spitzendurchmesser der Elekiroden von 1 bis 3 um zu erhalten,
musste der Vorgang ca. 10-mal wiederholt werden. Der Spitzendurchmesser
der Elektroden wurde unter dem Mikroskop Uberprift. AnschlieBend wurden die
Elektroden in einem Ultraschallgerat (Transsonic T 310, Elma) mit einer Reini-
gungsflissigkeit gesaubert und zur Entfernung eventueller Rickstande in Aqua
dest. und 70%-igem Alkohol gespult. Zur Isolierung der Elektroden wurden
diese mit einem Speziallack (Insl-X-33) Uberzogen, wobei zu beachten war,
dass an der Spitze eine Flache von ca. 2 bis 3 pm? frei bleiben musste. Dies
erreichte man durch sofortiges Senkrechtstellen der Elekiroden nach der
Lackierung oder durch leichtes Streichen Uber sehr feines Sandpapier. Nach
einer Trockenzeit von 3 bis 4 Stunden konnten die Elektroden auf ihre Leitfahig-
keit hin Uberprift und fir Ableitungsversuche verwendet werden. Die Leitfahig-
keit der Elektroden wurde nach der ,Schiirg-Pfeiffer-Methode” getestet.
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3.6.2 Mikroelektrodentest

Der von SCHURG-PFEIFFER 1979 entwickelte Test bietet eine galvanische
Methode, bei der wahrend der Bildung eines galvanischen Elementes chemi-
sche in elektrische Energie umgewandelt wird. Das Grundprinzip eines galva-
nischen Elementes besteht aus zwei Elektroden, die in ein Elektrolyt eintau-
chen. Handelt es sich um Elektroden aus unterschiedlichen Metallen, so sind
ihre elektrochemischen Potenziale in der Flissigkeit unterschiedlich. Das
Prinzip der ,Schirg-Pfeiffer-Methode* ist es, die beiden Elektroden miteinander
zu verbinden, so dass Elektronen von der Katode zur Anode wandern. Dies hat
zur Folge, dass in dem verbindenden Leiter ein messbarer Strom flieBt, der als
MaB fur die Elektrodenqualitdt angesehen werden kann. Als Elektrolyt dient bei
diesem Testverfahren einfaches Leitungswasser, in das als indifferente Anode
ein Platinplattchen eingetaucht wird. Der mit einem hochohmigen Spannungs-
messer (Phillips PM 2503 elektronic VA) versehene Stromkreis wird Uber die zu
testende Mikroelektrode geschlossen. Lag die messbare Spannungsspitze in
einem Bereich von 20 — 30 mV, konnten die Stahlelektroden fur die neuro-
physiologischen Ableitungen verwendet werden.

3.6.3 Applikationskapillaren

NPY wurde in einer Konzentration von 10 mol/l auf das Tectum appliziert. Fiir
die Applikation von NPY wurden Glaskapillaren mit einem definierten Spitzen-
durchmesser verwendet. Hierbei musste sichergestellt sein, dass eine aus-
reichende Menge NPY-L6sung in das betreffende Hirngewebe diffundieren
konnte. Hierflr haben sich Kapillaren mit einem Spitzendurchmesser von 50 —
70 um als optimal erwiesen, denn bei einer 2/3-Flllung der Kapillaren wurde
das die Kapillare umgebende Gewebewasser auf der Tectumoberflache durch
Kapillarkrafte nicht mehr angesaugt. Die Applikationsmikropipetten wurden
kapillar durch Eintauchen in die NPY-Lésung befullt. Mit Hilfe eines Mikro-
manipulators wurden die Mikropipetten unter mikroskopischer Kontrolle in Nahe

des Ableitortes platziert.
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3.7 Bestimmung der Spike-Amplituden und der Spike-Raten mit
Hilfe der Software Spike 2

Bei allen neurophysiologischen Ableitungen dieser Arbeit handelt es sich je-
weils um "Multi-Unit" Spike Aktivitdt von verschiedenen Neuronen derselben
Klasse. Zur Ermittlung der Amplituden und der Bestimmung der Spike-
anzahl/Intervall der abgeleiteten Spikes wurde die Software "Spike 2" fir
Windows Version 4.18 (CED Software Cambridge Electronic Design)
verwendet.

3.7.1 Kontrollversuche

Um Adaptationseinflisse wéahrend der Untersuchungen auszuschlieBen, wur-
den im Vorfeld Versuche zum Adaptationsverhalten bei Bombina orientalis
durchgefiihrt. Hierbei wurde experimentell der Zeitabschnitt zwischen den Ab-
leitzeitpunkten bestimmt, der nétig ist, um Adaptationseffekte ausschlieBen zu
kénnen.

3.7.1.1 Amplitude

Den Versuchstieren wurde in einem festgelegten Reizmusterschema viermal
hintereinander, abwechselnd von links nach rechts, ein Muster prasentiert.
Zwischen der Prasentation der Muster (= Musterprasentation, = Abschnitt) in-
nerhalb des Reizmusterschemas lag eine Pause von 2 Sekunden. Das Reiz-
musterschema wurde in unterschiedlichen Zeitabstédnden t prasentiert und die
visuell evozierten Aktionspotenziale von R2-Neuronen wurden elekiro-

physiologisch abgeleitet.



3 Material und Methode 31

Ableitung Reizmusterschema

1. 2. 3. 4,
Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprasentation

t=0

1 2 3 4

t=2min Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation

1 2 3 4

t="5min Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprasentation

1 2 3 4

t=10min Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprasentation

1 2 3 4

t=20 min Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprasentation

Die mittels dieser Versuche abgeleiteten Potenziale wurden mit Hilfe der Soft-
ware "Spike 2" auf ihre unterschiedlichen Amplitudenhéhen hin untersucht.
Hierdurch konnte der optimale Zeitraum zwischen den Ableitzeiten als t = 10
min ermittelt werden. Nach dieser Zeitspanne hatte die Amplitudenhéhe ihren
Ausgangswert anndhernd wieder erreicht.

3.7.1.2 Spike-Rate

Um fir die Analyse der Spike-Raten der zu untersuchenden R2 und RS3
Neuronen den optimalen Ableitzyklus zu bestimmen, wurde nach den gleichen
Verfahren wie bei den Spike-Amplitudenkontrollversuchen vorgegangen. Auch
hier konnte ein optimaler Zeitraum von t = 10 min zwischen den einzelnen Ab-
leitungen bestimmt werden, da nach dieser Zeit die Spike-Rate ihren Aus-

gangswert wieder erreicht hat.

3.7.2 Bestimmung der Spike-Amplituden

Die Beeinflussung der Spike-Amplitude retinaler Ganglienzellen durch NPY
wurde an Neuronen der Klasse R2 und R3 im Tectum opticum von Bombina
orientalis durchgefuhrt. Fir die vorliegenden Untersuchungen wurden nur
solche Spikes ausgewertet, die — wie auch bei der Untersuchung der Spike-
Rate - oberhalb der Schwelle des einfachen Rauschbandes detektiert wurden.
Hierdurch war gewahrleistet, dass Amplitude und Spike-Rate direkt miteinander

verglichen werden konnten.



3 Material und Methode 32

Im Folgenden finden die Bezeichnungen ,ohne NPY*, ,NPY 10 min®, ,NPY 20
min“, ,rec NPY 10 min“ und ,rec NPY 20 min“ fir die unterschiedlichen Ableit-

zeitpunkte/Ableitungen Verwendung. Diese sind wie folgt definiert:

ohne NPY Prasentation des Reizmusterschemas ohne NPY

NPY 10 min Prasentation des Reizmusterschemas 10 min nach
Beginn der NPY-Applikation

NPY 20 min Prasentation des Reizmusterschemas 20 min nach

Beginn der NPY-Applikation

rec NPY 10 min Prasentation des Reizmusterschemas 10 min nach

Entfernen der NPY-Applikationskapillare

rec NPY 20 min Prasentation des Reizmusterschemas 20 min nach

Entfernen der NPY-Applikationskapillare

Die Unterschiede der Spike-Amplituden wahrend der Musterprasentationen des
Reizmusterschemas wurden fir die nachstehenden Versuchsparameter

analysiert:

Ableitung Reizmusterschema

ohne NPY

1.
Musterprasentation

2.
Musterprasentation

3.
Musterprasentation

4.
Musterprasentation

NPY
10 min

1.
Musterprasentation

2.
Musterprasentation

3.
Musterprasentation

4.
Musterprasentation

NPY
20 min

1.
Musterprasentation

2.
Musterprasentation

3.
Musterprasentation

4,
Musterprasentation

rec NPY
10 min

1.
Musterprasentation

2.
Musterprasentation

3.
Musterprasentation

4.
Musterprasentation

rec NPY
20 min

1.
Musterprasentation

2.
Musterprasentation

3.
Musterprasentation

4,
Musterprasentation

Anhand der so gewonnenen Daten konnte bestimmt werden, inwieweit NPY die
Spike-Amplituden retinaler Ganglienzellen der Klasse R2 und R3 beeinflusst

bzw. verringert.
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3.7.3 Bestimmung der Spike-Raten

Die Spike-Raten (Anzahl der Spikes pro 4 sec Intervall = Dauer einer Muster-
prasentation innerhalb des Reizmusterschemas) wurden fir Neuronen der
Klasse R2 und R3 bestimmt. Generell wurde die ,Rohableitung” zuerst gefiltert
um Stoérsignale zu eliminieren, ohne jedoch entscheidende Informationen zu
gefahrden (Lowpass 200, Highpass 1500, Transitiongap 100, Length 367). Bei
den so gefilterten Ableitungen wurde zunachst das Rauschband bestimmt, also
die Grundaktivitat, die wahrend der gesamten Ableitung vorhanden war. Um die
Ober- bzw. Untergrenze des Rauschbandes zu bestimmen, wurden tber die
gesamte Ableitung 2 horizontale Cursor gesetzt, anhand derer die Werte fir die
Rauschbandgrenzen abgelesen werden konnten.

Abs 4 [ JLRITTRT O
Abs3 TN

Abs2 (L

Abs1 (I A 1

06

054

P | H‘ I‘\
3 |

volt

06

Abbildung 10: Gezeigt wird der Ausschnitt einer "Multi-Unit" Originalableitung. Mit Hilfe zweier
horizontal angelegter Cursor (1 und 2) konnte die Héhe des Rauschbandes ermittelt werden,
woraus sich die anzulegende Schwelle fir die Auswertung ergab, die mit Cursor 3 dargestellt
ist. In den Kanédlen Abs. 1 — 4 werden die detektierten Spikes, die oberhalb der gesetzten
Schwelle (Cursor 3) lagen, als Striche dargestellt.
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Der in dieser Weise ermittelte Wert des Rauschbandes zwischen Cursor 1 und
2 wurde halbiert und zur Bestimmung der Schwelle zu der mit Cursor 2 ermit-
telten oberen Grenze des Rauschbandes addiert. Daraus resultierte der zu
setzende Schwellenwert (Cursor 3). Dieser wurde als 1-faches Rauschband

definiert.

Zur Auswertung der Spike-Rate wurden samtliche Spikes herangezogen, die
sich oberhalb des 1-fachen Rauschbandes befanden. Diese Anzahl wurde
statistisch ausgewertet. Durch diese Auswertungsmethode war es mdéglich, so-
wohl die Unterschiede der Spike-Rate vor und nach der Applikation von NPY,
als auch die Unterschiede, die sich wahrend der Prasentation des Reizmuster-
schemas vor und nach NPY-Applikation ergaben, zu untersuchen. Nach diesem
Schema wurden die Ableitungen der retinalen Ganglienzellen R2 und R3 unter-

sucht.

Es wurden die Unterschiede der Spike-Raten fiir die nachstehende

Versuchsparameter analysiert:

Ableitung Reizmusterschema

1. 2. 3. 4.
Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation

ohne NPY

NPY 1. 2. 3. 4,
10 min | Musterprésentation | Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprasentation

NPY 1. 2. 3. 4.
20 min | Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation

rec NPY 1. 2. 3. 4,
10 min | Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation

rec NPY 1. 2. 3. 4.
20 min | Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation
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3.8 Statistik

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse wurden mit Hilfe verschiedener
statistischer Tests geprift. Samtliche statistischen Tests und Berechnungen
wurden mit dem Computerprogramm STATISTICA 7.1 fur Windows durch-
geflhrt.

Ferner wurden Mittelwerte, Standardfehler und Standardabweichungen des
Mittelwertes bestimmt.

Das Auftreten signifikanter Unterschiede zwischen den ermittelten Daten wurde
unter Verwendung der Rangvarianzanalyse nach Friedman (Friedman-Test)
und des Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen gepruft. Alle verwendeten Formeln

werden in Kap. 9.2 aufgefahrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Kontrollversuche:

Reizmusterserien auf visuelle Bewegungsmuster

4.1.1 Vorbemerkungen

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von NPY auf visuelle Antworten retinaler
Ganglienzellen der Klassen R2 und R3 bei Bombina orientalis zu untersuchen.
Hierbei sollte der Einfluss von NPY auf die Spike-Amplitude und die Spike-Rate
der elektrophysiologisch abgeleiteten Aktionspotenziale getestet werden.
Untersuchungen an Bufo marinus ergaben, dass elektrophysiologisch von der
Tectumoberflache abgeleitete visuell evozierte Feldpotenziale retinaler
Ganglienzellen durch NPY um 30 — 40 % verringert werden kdnnen
(SCHWIPPERT & EWERT 1995). Einzelzellableitungen fur Bufo liegen in die-
sem Zusammenhang noch nicht vor. Es bedarf also der Klarung, inwieweit
tectal abgeleitete Aktionspotenziale von R2 und R3 Neuronen durch NPY be-
einflusst werden. Da fir Bombina orientalis noch keine Ergebnisse aus Einzel-
zellableitungen vorlagen, war es notwendig das Antwortverhalten der Klasse R2
und R3 Neuronen zu untersuchen. Hierzu wurden an 6 Versuchstieren Kontroll-

versuche durchgeflhrt (siehe Kap. 3, Punkt 3.7.1).

Nach wiederholten Musterprasentationen kénnen sich in den Ableitungen ver-

schiedene Phanomene einstellen:

1. Die Amplitude wird kleiner, Ursache hierfir kann sein, dass sich die Ab-
leitelektrode vom Neuron entfernt.

2. Es kommt zu einer Verringerung der Spike-Rate. Dies kann, ebenso wie
die Amplitudenabnahme, an einer Entfernung der Ableitelekirode vom
Neuron liegen, denn mit abnehmender Amplitude fallen einige Spikes
unter den Level-Cursor und damit nimmt die Spike-Rate insgesamt ab.
Ursache flir eine Frequenzverringerung der Spikes kann aber auch

neuronale Adaptation sein.
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Mit Hilfe der Kontrollversuche sollte das Phdnomen der neuronalen Adaptation
weitgehend ausgeschlossen werden. Anhand der durch die Kontrollversuche
erzielten Ergebnisse konnte die optimale Zeitdifferenz t zwischen der Prasenta-
tion der einzelnen Reizmusterschemata zu unterschiedlichen Ableitzeitpunkten,
sowohl fur die Spike-Amplitude als auch fir die Spike-Rate mit 10 min bestimmt
werden. Nach diesem Zeitraum hatten Amplitude und Spike-Rate der abgelei-
teten Neuronen annahernd ihren Ausgangswert erreicht und eine Beeinflussung
der unter NPY- Einwirkung durchzufihrenden Untersuchungen durch erhéhte
neuronale Adaptation auf die prasentierten Reizmusterschemata konnte ausge-
schlossen werden. In Kapitel 4.1.1 und Kapitel 4.1.2 werden diese Ergebnisse
graphisch dargestellt.

4.1.2 Spike-Amplitude

Mit Hilfe der Kontrollversuche wurde das Adaptationsverhalten an n = 6
Versuchstieren untersucht. Abgeleitet wurden die visuell evozierten Potenziale
von R2 Neuronen der linken Tectumhalfte in einer Tiefe von 20 bis 60 um bei
Bombina orientalis.

Bei samtlichen Spikes der vier Musterprasentationen des Reizmusterschemas,
die oberhalb der zur Auswertung festgelegten Schwelle des einfachen
Rauschbandes detektiert wurden, wurde die Amplitudenhéhe gemessen und
hieraus ein Mittelwert errechnet. Diese Mittelwerte wurden sowohl flr die vier
Musterprasentationen innerhalb des Reizmusterschemas, als auch zu den
unterschiedlichen Ableitzeitpunkten miteinander verglichen.

Nachfolgend wird noch einmal tabellarisch dargestellt, zu welchen Zeitpunkten t
das Reizmusterschema prasentiert wurde, wobei t die Zeitdifferenz beschreibt,

die zwischen den Prasentationen des Reizmusterschemas lag.
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Ableitung/ .
Zeitdifferenz Reizmusterschema
1. 2. 3. 4
t=0 Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprésentation
. 1. 2. 3. 4
t=2min Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation
. 1. 2. 3. 4
t="5min Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprésentation | Musterprasentation
1 i 1. 2. 3. 4.
t="10min Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprésentation
. 1. 2. 3. 4
t=20 min Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprésentation | Musterprasentation

Im Folgenden finden die Begrifflichkeiten Abschnitt 1, Abschnitt 2, Abschnitt 3
und Abschnitt 4 Verwendung. Diese sind gleichbedeutend mit 1. Muster-
prasentation, 2. Musterprasentation, 3. Musterprasentation und 4. Muster-

prasentation des Reizmusterschemas.

In der nachstehenden Abbildung 11 sind beispielhaft die Einzelergebnisse der
Versuchstiere 1 - 6 zum Zeitpunkt t = 0 dargestellt. Es wird deutlich, dass, mit
Ausnahme einer leichten Erhéhung bei der vierten Musterprasentation, nur ge-
ringe Schwankungen der Spike-Amplituden wahrend der Présentation der
Reizmusterserie vorhanden waren. Diese konnten innerhalb der Originalablei-
tung als leichte Stérpotenziale bei zwei Versuchstieren identifiziert werden. Sie
vollstandig herauszufitern war nicht mdglich, da ansonsten zu viele
Informationen innerhalb der Ableitungen verloren gegangen wéren. Hieraus
resultiert auch der leicht erhéhte Wert fiir den in der Graphik schwarz darge-
stellten Wert des errechneten Mittelwertes aus n = 6 Versuchstieren. Es wird
jedoch deutlich, dass die Spike-Amplituden wahrend der vier Musterprasenta-

tionen der Reizmusterserie nur geringflgigen Schwankungen unterlagen.
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Abbildung 11: Darstellung der Spike-Amplitudenverdnderung von R2-Neuronen bei Bombina
orientalis wédhrend der vier Musterprdsentationen der Reizmusterserie zum Zeitpunkt t = 0. Die
dargestellten Werte zeigen die errechneten Mittelwerte aller detektierten Spikes oberhalb des
einfachen Rauschbandes wéhrend des jeweilig prdsentierten Musters des Reizmusterschemas.
Wahrend der Ableitung t = 2 min konnten fur 5 Versuchstiere Werte ermittelt
werden, die oberhalb der gesetzten Schwelle lagen. Die ermittelten Spike-
Amplituden dieser Tiere lagen deutlich unter denen, die wahrend der Ableitung t
= 0 min gemessen wurden. In der Ableitung t = 5 min konnten ebenfalls fur 5
Versuchstiere Spike-Amplituden oberhalb der gesetzten Schwelle gemessen
werden. Im Mittel zeigte sich eine minimale Erh6hung der Spike-Amplitude im
Vergleich zu Ableitung t = 2 min. Wahrend der Ableitung t = 10 min konnten flr
2 Tiere wahrend der Musterprasentation 3 und 4 und fir ein Tier bei der dritten
Musterprasentation keine Werte oberhalb der Schwelle ermittelt werden.
Trotzdem war im Vergleich zu den Ableitungen t = 2 min und t = 5 min ein An-
stieg der Spike-Amplituden zu verzeichnen. Wahrend der Ableitung t = 20 min
konnten flr die drei Tiere Werte ermittelt werden, die oberhalb der gesetzten
Schwelle lagen.
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In der nachstehenden Abbildung 12 werden die errechneten Mittelwerte der
Spike-Amplituden von n = 6 Versuchstieren wahrend der Prasentation des
Reizmusterschemas zu unterschiedlichen Ableitzeitpunkten t dargestellt. Es
wird deutlich, dass die Spike-Amplituden wahrend der Prasentation der Muster
innerhalb des Reizmusterschemas zum Teil leichten Schwankungen unter-

lagen.

Die zur statistischen Bewertung herangezogene Rangvarianzanalyse nach
Friedman ergab fiir X? einen kleineren Wert als den Tabellenwert, somit gilt die
Nullhypothese Hy; die vorliegenden Unterschiede der Spike-Amplituden
wahrend der einzelnen Musterprasentationen innerhalb des Reizmuster-
schemas sind als zuféllig zu erachten und statistisch nicht signifikant. Der
ebenfalls zur statistischen Bewertung verwendete Wilcoxon-Test fir Paar-
differenzen ergab beim Vergleich der Musterprasentationen untereinander, zu
allen Ableitzeitpunkten, fur die PrifgroBe R einen gréBeren Wert als den

Tabellenwert. Somit wurde auch hier Hy akzeptiert.
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Abbildung 12: Darstellung der errechneten Mittelwerte der Spike-Amplituden von R2-Neuronen
bei n = 6 Tieren wdhrend der Prdsentation des Reizmusterschemas zu den unterschiedlichen
Ableitzeitpunkten t bei Bombina orientalis.
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Zur Ermittlung der optimalen Zeitdifferenz t, zwischen den Prasentationen des
Reizmusterschemas fir die Untersuchung des Einflusses von NPY auf die
Spike-Amplituden retinaler Ganglienzellen der Klasse R2, mussten die gemes-
senen Spike-Amplituden wéhrend der Musterprasentationen zwischen den Ab-
leitungen untersucht werden (siehe hierzu Schema Seite 38).

In Abbildung 13 sind exemplarisch die Spike-Amplituden der einzelnen Ver-
suchstiere wahrend der ersten Musterprésentation dargestellt. Fir 3 Versuchs-
tiere konnten zum Zeitpunkt t = 20 min keine Werte ermittelt werden, daher
weist die Graphik hier Licken auf. Es ist jedoch zu sehen, dass es nach einer
Pause von 10 min zwischen den Musterprasentationen zu keiner weiteren
Abnahme der Spike-Amplitude kam.
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Abbildung 13: Darstellung der Spike-Amplitudenverdnderung von R2-Neuronen bei Bombina
orientalis wéhrend der 1. Musterprdsentation (Abschnitt 1) des Reizmusterschemas.

Auch wahrend der zweiten Musterprasentation konnte, mit Ausnahme von zwei
Versuchstieren, ein weitgehend stabiler Verlauf der Spike-Amplituden gemes-
sen werden. Wahrend der dritten und vierten Musterprasentation wurden
deutliche Schwankungen der Spike-Amplituden, sowie ein Abfall der Spike-

Amplituden in der Ableitung t = 20 min gemessen. In dieser Ableitung konnten
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lediglich flr drei Versuchstiere Spike-Amplituden oberhalb der gesetzten

Schwelle ermittelt werden.

Abbildung 14 zeigt die Spike-Amplitudenmittelwerte von n = 6 Versuchstieren
der wahrend vier Musterprasentationen des Reizmusterschemas der Kontroll-
versuche. Hierbei wird deutlich, dass sich die Amplitudenhéhen bei allen
Musterprasentationen zum Zeitpunkt t = 10 min dem Ausgangswert t = 0
naherte.
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Abbildung 14: Darstellung der errechneten Mittelwerte der Spike-Amplituden bei den 4 Muster-
prédsentationen (Abschnitt 1 — 4) des Reizmusterschemas, zur Untersuchung der Beeinflussung
durch Adaptation von R2-Neuronen bei Bombina orientalis (n = 6).

Die Auswertung der ermittelten Daten zeigt fir die Amplitude nach t = 10 min
einen Wert nahe des Ausgangswertes.

Die geringfugige Erhdhung der Spike-Amplitude in den Abschnitten 1 und 2 ist
auf leichte Stérpotenziale innerhalb zweier Ableitungen zurlckzufihren. Dieses
Phanomen ist aufgrund der hohen Empfindlichkeit der Ableitelekiroden nie ganz
auszuschlieBen und birgt demzufolge eine Fehlerquelle. Diese wird in der Dar-
stellung in Abbildung 15 bericksichtigt.
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Abbildung 15 zeigt die Mittelwerte, Standardabweichungen und Standardfehler
fur die ermittelten Amplituden Uber die gesamte Versuchsdauer bei n = 6

Tieren.
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Abbildung 15: Darstellung der errechneten Mittelwerte der Spike-Amplituden bei den 4 Muster-
prédsentationen (Abschnitt 1 — 4) des Reizmusterschemas, unter Beriicksichtigung des
Standardfehlers und der Standardabweichung, zur Untersuchung der Beeinflussung durch
Adaptation von R2-Neuronen bei Bombina orientalis (n = 6).

Der zur statistischen Bewertung angewendete Wilcoxon-Test flr Paardifferen-
zen ergab fur den Vergleich t = 0 min und t = 10 min keine signifikanten Unter-
schiede.

Daraus erwies sich eine Zeitdifferenz von 10 min zwischen der Présentation
des Reizmusterschemas als optimal fir die weiteren Untersuchungen an R2

und R3 Neuronen.
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4.1.3 Spike-Rate

Die Spike-Raten (Anzahl der Spikes pro 4 sec Intervall = Dauer einer Muster-
prasentation innerhalb des Reizmusterschemas) wurde an n = 6 Versuchstieren
untersucht. Abgeleitet wurden die Potenziale von R2 Neuronen der linken
Tectumhalfte in einer Tiefe von 20 bis 60 um bei Bombina orientalis. Die Aus-
wertung der Daten erfolgte nach dem in Kapitel 3.7.2 beschriebenen Verfahren.
Konnten in einzelnen Ableitungen keine Spikes oberhalb der gesetzten
Schwelle (einfaches Rauschband) lokalisiert werden, so fanden diese innerhalb
der Graphiken keine Berlcksichtigung.

Samtliche Spikes der vier Musterprasentationen des Reizmusterschemas, die
sich oberhalb der zur Auswertung festgelegten Schwelle des einfachen
Rauschbandes detektieren lieBen, wurden gezahlt und hieraus ein Mittelwert
pro Musterprasentation errechnet. Diese errechneten Werte wurden sowohl far
die vier Musterpréasentationen innerhalb des Reizmusterschemas, als auch zu
den unterschiedlichen Ableitzeitpunkten miteinander verglichen. Die nach-
stehende Tabelle zeigt, zu welchen Zeitpunkten das Reizmusterschema
prasentiert wurde, wobei t die Zeitdifferenz beschreibt, die zwischen den Pra-

sentationen des Reizmusterschemas lag.

2255;::?342 Reizmusterschema

1. 2. 3. 4.

t=0 Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation
1. 2. 3. 4.

t=2min Musterprasentation | Musterprasentation | Musterpréasentation | Musterprasentation
1. 2. 3. 4.

t =5 min Musterprasentation | Musterprasentation | Musterpréasentation | Musterprasentation
1. 2. 3. 4.

t=10 min | Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprasentation | Musterprasentation
1. 2. 3. 4.

t=20 min | Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprasentation | Musterprésentation




4 Ergebnisse 45

Die Abbildung 16 zeigt exemplarisch die Spike-Ratenveranderungen wahrend
der 4 Musterprasentationen des Reizmusterschemas zum Ableitzeitpunkt t = 0.
Es ist deutlich zu erkennen, dass die Anzahl der Spikes pro Zeit von der ersten
bis zur vierten Musterprasentation stetig abnahm, wobei sie zwischen der
ersten und zweiten Musterprasentation am hdchsten war.
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Abbildung 16: Darstellung der Spike-Ratenverdnderung von R2-Neuronen bei Bombina

orientalis wéhrend der vier Musterprdsentationen der Reizmusterserie zum Zeitpunkt t = 0. Die

dargestellten Werte zeigen die errechneten Mittelwerte aller detektierten Spikes oberhalb des
einfachen Rauschbandes wéhrend des jeweilig prédsentierten Musters des Reizmusterschemas.

—& Mittelwert

Bei der Ableitung t = 0 min konnten noch bei allen Versuchstieren wahrend
samtlicher Musterprasentationen des Reizmusterschemas Spikes identifiziert
werden. Bei Ableitung t = 2 min konnten bei 5 Tieren Spikes identifiziert wer-
den, die oberhalb der gesetzten Schwelle lagen, ebenso bei Ableitung t = 5 min.
Der errechnete Mittelwert (n = 6) der Spikeanzahl pro Intervall war bei der Ab-
leitung t = 5 min gegenidber der Ableitung t = 2 min geringfligig héher. Fir 2
Tiere konnten bei der Ableitung t = 10 min lediglich wéahrend der ersten und
zweiten Musterprasentation Spikes identifiziert werden, der Mittelwert der iden-
tifizierten Spikes pro Intervall lag jedoch héher als bei t = 2 min bzw. t = 5 min.
Bei der dritten Musterprasentation ist im Mittel, sowie bei Tier 1 eine Erhéhung
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der Spikeanzahl pro Intervall zu erkennen. Bei der Ableitung t = 20 min konnten
lediglich fUr drei Tiere Spikes identifiziert werden, bei Musterprésentation 4 fur
vier Tiere. Der errechnete Mittelwert der aufgezeichneten Spike-Raten lag aber
bei allen 4 Musterprasentationen wesentlich héher als bei den Ableitungent =0
min, t = 2 min, t = 5 min und t = 10 min. In der nachstehenden Abbildung 17
werden die errechneten Mittelwerte der Spikeanzahl pro Intervall bei n = 6 Ver-
suchstieren wahrend der vier Musterprasentationen des Reizmusterschemas zu
unterschiedlichen Ableitzeitpunkten t dargestellt. Es war zu allen Ableitzeit-
punkten ein deutlicher Abfall der Spikeanzahl wahrend der zweiten, dritten und
vierten Musterprasentation des Reizmusterschemas gegeniber der ersten
Musterprasentation zu beobachten.
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Abbildung 17: Darstellung der errechneten Mittelwerte der ermittelten Spike-Raten von R2-
Neuronen bei n = 6 Tieren wéhrend der 4 Musterprdsentationen innerhalb des Reizmuster-
schemas zu den unterschiedlichen Ableitzeitounkten t bei Bombina orientalis.

Der zur statistischen Bewertung verwendete Wilcoxon-Test fir Paardifferenzen
ergab beim Vergleich der ersten Musterprasentation zu den Musterprasenta-
tionen zwei, drei und vier, zu allen Ableitzeitpunkten t, fir die PrifgréBe R einen

geringeren Wert als den Tabellenwert. Hy wurde somit verworfen und H; bei
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einem Wahrscheinlichkeitsniveau von p < 0,05 akzeptiert. Resultierend daraus
konnte der fir retinale Ganglienzellen der Erdkréte Bufo bufo typische Verlauf
der Entladungsraten bei wiederholter Reizgebung auch bei Bombina orientalis
bestétigt werden.

Zur Ermittlung der optimalen Zeitdifferenz t, zwischen den Prasentationen des
Reizmusterschemas bei der Untersuchung des Einflusses von NPY auf die
Spike-Amplituden retinaler Ganglienzellen der Klasse R2, mussten die gemes-
senen Spikeanzahlen pro Intervall wahrend der Musterprasentationen zwischen
den Ableitungen analysiert werden (siehe hierzu Schema Seite 38). Die
folgende Abbildung 18 zeigt hierzu exemplarisch die Einzelergebnisse der de-
tektierten Spikeanzahl pro Intervall wahrend der ersten Musterprasentation des

Reizmusterschemas.
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Abbildung 18: Darstellung der Verdnderung der Spikeanzahl pro Intervall von R2-Neuronen bei
Bombina orientalis zu den unterschiedlichen Ableitzeitpunkten wéhrend der 1. Musterprésenta-
tion (Abschnitt 1) des Reizmusterschemas.
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In Abbildung 19 werden die errechneten Mittelwerte der Spike-Raten der abge-
leiteten R2-Neuronen wahrend der Kontrollversuche dargestellt. Es wird
deutlich, dass die Spike-Rate zu den Ableitzeitpunkten t = 2 min und t = 5 min
abfallt und zum Ableitzeitpunkt t = 10 min, mit Ausnahme von Abschnitt 2, an-
steigt. Erstaunlicherweise zeigen die Werte fir den Ableitzeitpunkt t = 20 min im
Mittel einen deutlichen Anstieg der Spikeanzahl pro Intervall bezogen auf den
Ausgangswert. Eine Ausnahme zeigt Abschnitt 3, hier ist ein Abfall der Spike-
Rate zu verzeichnen. Dies kann auf unterschiedliche Antwortbereitschaften der
einzelnen Versuchstiere zurlckzuflhren sein, da es innerhalb der einzelnen

Zeitintervalle nicht zu solchen extremen "AusreiBern" kam.
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Abbildung 19: Darstellung der errechneten Mittelwerte der Spike-Raten bei den 4 Muster-
présentationen (Abschnitt 1 — 4) des Reizmusterschemas, zur Untersuchung der Beeinflussung
durch Adaptation von R2-Neuronen bei Bombina orientalis (n = 6).

Die Auswertung der ermittelten Daten zeigt fUr die Spike-Rate nach t = 10 min
einen Wert nahe dem Ausgangswert.

Die Erhéhung der mittleren Spike-Rate in Abschnitt 3 ist vermutlich auf
Stérungen wahrend einer Ableitung zurlickzufiihren, die auch durch eine ent-

sprechende Filterung nicht zu eliminieren waren. Diesem Umstand wird in der
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Darstellung in Abbildung 20 Rechnung getragen. Die vergleichsweise groBe
Streuung findet ihre Begriindung in der individuellen Beeinflussbarkeit der ein-
zelnen Versuchstiere. So haben Stoffwechsellage, Motivation, Alter, wie auch
auBere Faktoren (Temperatur, Jahreszeit etc.) unterschiedlichen Einfluss auf
die Versuchstiere. Es wird aber deutlich, dass die Spike-Raten, mit denen die
abgeleiteten R2 Neuronen auf die prasentierten Muster antworteten, im Mittel

nach 10 Minuten nahe ihrem Ausgangswert liegen.
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Abbildung 20: Darstellung der errechneten Mittelwerte der Spike-Raten bei den 4 Muster-
prdsentationen (Abschnitt 1 — 4) des Reizmusterschemas, unter Bericksichtigung des
Standardfehlers und der Standardabweichung, zur Untersuchung der Beeinflussung durch
Adaptation von R2-Neuronen bei Bombina orientalis (n = 6).

Der zur statistischen Bewertung angewandte Wilcoxon-Test flr Paardifferenzen
ergab fur den Vergleich der Ableitungen t = 0 min mit den Ableitungent = 10
min und t = 20 min, for die Priafgr6Be R einen gréBeren Wert Uber dem

Tabellenwert und Hy wurde somit akzeptiert.
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Mit Hilfe der Kontrollversuche konnte festgestellt werden, dass weder die er-
mittelten Spike-Amplituden noch die Anzahl der Spikes pro Intervall wahrend
der vier Musterprasentationen des Reizmusterschemas zu den Ableitzeitpunk-
ten t = 0 min und t = 10 min signifikante Unterschiede aufwiesen.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fur die Untersuchungen der Wirkungsweise
von NPY auf R2 Neuronen ein Zeitraum von 10 min zwischen der Prasentation
des Reizmusterschemas gewahlt. So konnte sichergestellt werden, dass die
erzielten Ergebnisse miteinander vergleichbar sind. Fir R3-Neuronen wurden
keine derartigen Kontrollversuche durchgefihrt, da bekannt ist, dass bei diesen
Neuronen kaum ein Adaptationsphdnomen bei wiederholter Reizgebung
stattfindet.



4 Ergebnisse 51

4.2 Der Einfluss von NPY auf visuelle Antworten retinaler
Ganglienzellen der Klasse R2

4.2.1 Einfluss auf die Spike-Amplituden

Der Einfluss von NPY auf die Spike-Amplituden retinaler Ganglienzellen der
Klasse R2 im Tectum opticum von Bombina orientalis wurde bei n = 8 Tieren
untersucht. Den durch Succinylcholin demobilisierten Tieren wurde in Ringer-
I6sung geldstes NPY in einer Konzentration von 10™“mol/l auf die Tectumober-
flache appliziert. Anhand des, durch die Kontrollversuche ermittelten, optimalen
Zeitabstandes zwischen der Prasentation des Reizmusterschemas, wurde den
Versuchstieren im Abstand von 10 min viermal eine Musterattrappe in Form
eines schwarzen Quadrates (GréBe: 10 X 10 mm) prasentiert. Wahrend dieser
Musterprasentationen wurden die visuell evozierten Aktionspotenziale der R2
Neuronen in einer Tiefe von 20 — 60 um von der linken Tectumhalfte abgeleitet
(siehe dazu auch Kap.3.3 und 3.4). Bei samtlichen Spikes der vier Musterpra-
sentationen des Reizmusterschemas, die sich oberhalb der zur Auswertung
festgelegten Schwelle des einfachen Rauschbandes detektieren lieBen, wurde
die Amplitude gemessen und hieraus ein Mittelwert errechnet. Diese errech-
neten Werte wurden sowohl fir die vier Musterpréasentationen innerhalb des
Reizmusterschemas, als auch zu den unterschiedlichen Ableitzeitpunkten mit-
einander verglichen. Nachfolgend wird noch einmal tabellarisch gezeigt, zu

welchen Zeitpunkten t das Reizmusterschema prasentiert wurde.

Ableitung Reizmusterschema

hne NPY 1. 2. 3. 4.
ohne Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprasentation

NPY 1. 2. 3. 4.

10 min | Musterpréasentation | Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation

NPY 1. 2. 3. 4,

20 min | Musterpréasentation | Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprasentation
rec NPY 1. 2. 3. 4,

10 min | Musterpréasentation | Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation
rec NPY 1. 2. 3. 4.

20 min | Musterpréasentation | Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprasentation
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Die so gewonnenen Daten wurden mit Hilfe der Analysesoftware "Spike 2" aus-
gewertet (siehe Kap. 3.7). In der folgenden Abbildung 21 sind exemplarisch die
Einzelergebnisse der Versuchstiere n = 8 wahrend der Ableitung ohne NPY,

sowie der aus diesen Daten errechnete Mittelwert dargestellt.
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Abbildung 21: Darstellung der Spike-Amplituden von R2-Neuronen bei den Musterprdsenta-
tionen 1 bis 4 des Reizmusterschemas bei Bombina orientalis ohne eine Beeinflussung durch
NPY. Farbig dargestellt sind die fiir die einzelnen Versuchstiere ermittelten Daten. Der daraus
errechnete Mittelwert (Tier 1-8) ist schwarz in der Graphik dargestellt.
Nach diesem Prinzip wurde die NPY induzierte Veranderung der Spike-
Amplituden zwischen den Musterprasentationen des Reizmusterschemas flr
alle durchgefthrten Ableitungen untersucht. Die aus diesen Einzelergebnissen
errechneten Mittelwerte der Spike-Amplitudenhéhen aller Versuchstiere n = 8
werden in Abbildung 22, flr durchgeflhrten Untersuchungen ohne NPY-

Beeinflussung und 20 min nach NPY-Applikation, graphisch dargestellt.
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Abbildung 22: Darstellung der errechneten Mittelwerte (n = 8) der Spike-Amplituden von R2-
Neuronen bei den Musterprédsentationen 1 bis 4 des Reizmusterschemas bei Bombina orientalis
wéhrend der durchgefiihrten Untersuchungen ohne NPY-Applikation (ohne NPY) sowie der
durchgefihrten Untersuchungen mit NPY-Applikation (NPY 20 min).

Es wird deutlich, dass die Spike-Amplituden bei allen Versuchstieren innerhalb
eines Reizmusterschemas weitgehend stabil blieben, auch unter NPY.

Die zur statistischen Bewertung verwendete Rangvarianzanalyse nach
Friedman ergab far N? einen geringeren Wert als den kritischen Tabellenwert,
somit wurde Ho akzeptiert. Zwischen den gemessenen Spike-Amplituden
konnten wahrend der vier Musterprasentationen innerhalb des Reizmuster-
schemas keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden. Allerdings unter-
scheiden sich die Spike-Amplituden nach der Applikation von NPY.

Bei der weiteren Auswertung der Ableitungen bei n = 8 Versuchstieren und der
Gegeniberstellung der verschiedenen Ableitungen lieBen sich 10 min nach der
Applikation von NPY auf die Tectumoberflache (Ableitung NPY 10 min) noch flr
alle Versuchstiere Spike-Amplituden messen, die oberhalb der zur Auswertung
gesetzten Schwelle (einfaches Rauschband) lagen. Es konnte jedoch festge-
stellt werden, dass die Spike-Amplituden bereits 10 min nach der NPY-
Applikation leicht gesunken waren. Wahrend der Ableitungen 20 min nach
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Beginn der NPY-Applikation (Ableitung NPY 20 min) wurde eine deutliche
Reduzierung der Spike-Amplituden, im Vergleich zu den Ableitungen ohne
NPY, gemessen. Es konnten nur noch bei 5 Versuchstieren Amplituden ober-
halb der gesetzten Schwelle erfasst werden und auch die Werte der gemittelten
Daten der Spike-Amplituden lagen deutlich unter denen ohne eine Beein-
flussung durch NPY.

Zehn Minuten nach Beendigung der NPY-Applikation durch Entfernen der
Applikationskapillare von der Tectumoberflache lieBen sich flr 7 Versuchstiere
wieder Spikes mit Amplituden oberhalb der Schwelle identifizieren. Es konnte
ein Anstieg der Amplitude gegenuber NPY 10 min und NPY 20 min verzeichnet
werden. Die gemessenen Amplitudenhéhen erreichten fast ihren Ausgangswert
(ohne NPY-Beeinflussung). Auch wahrend der Ableitungen rec NPY 20 min (20
min nach Entfernen der NPY-Applikationskapillare von der Tectumoberflache),
konnte im Vergleich zu den Ableitungen NPY 10 min und NPY 20 min ein An-
stieg der Spike-Amplitudenhéhen gemessen werden.

Im Vergleich zu den Ableitungen rec NPY 10 min weisen diese Ergebnisse eine
Besonderheit auf. Wie bei rec NPY 10 min konnten bei rec NPY 20 min nicht fur
alle Tiere Spike-Amplituden oberhalb der gesetzten Schwelle ermittelt werden.
Weiterhin kam es im Vergleich zu den Ableitungen rec NPY 10 min zu einer
Verringerung der gemessenen Spike-Amplituden. Dies war in dieser Form nicht
zu erwarten und muss an anderer Stelle diskutiert werden. Hierbei ist die Ver-

suchslange in Betracht zu ziehen.

In der folgenden Abbildung 23 werden die errechneten Mittelwerte der Spike-
Amplituden aller Versuchstiere (n = 8) wahrend der vier Musterprasentationen
(Abschnitt 1 bis 4) des Reizmusterschemas bei allen durchgeflhrten Ableitun-
gen gegenibergestellt. Es wird deutlich, dass die gemessenen Spike-
Amplituden visuell ausgeldster Aktionspotenziale von retinalen Ganglienzellen
der Klasse R2 bei Bombina orientalis durch den Einfluss von NPY deutlich ver-
mindert wurden. Bei allen Musterprasentationen wurde die Amplitude 20 min
nach Beginn der NPY-Applikation am starksten reduziert.
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Setzt man die gemessenen Spike-Amplituden vor der NPY-Applikation
willktrlich  gleich 100 %, wurden 20 min nach NPY-Applikation
Amplitudenhéhen von

82,92 % in Abschnitt 1
85,93 % in Abschnitt 2
85,74 % in Abschnitt 3
74,57 % in Abschnitt 4

des Ausgangswertes erreicht, im Mittel erfolgte eine Reduktion auf 82,29 %.

Es konnte somit gezeigt werden, dass die durch NPY verursachte Amplituden-
reduzierung reversibel ist. Nach einer Erholungsphase von 10 Minuten wurden
wieder erhdhte Amplitudenwerte gemessen. Diese verringerten sich bei der
Ableitung rec NPY 20 min wieder leicht, lagen aber dennoch hdher als unter
einer NPY-Gabe.
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Abbildung 23: Darstellung der errechneten Mittelwerte der Spike-Amplituden wéhrend der 4
Musterprdsentationen des Reizmusterschemas (Abschnitt 1 — 4) aller Versuchstiere (n = 8) zur
Untersuchung des Einflusses von NPY auf die Spike-Amplituden.
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In Abbildung 24 werden diese Daten unter Berlcksichtigung des Standardfeh-
lers und der Standardabweichung des Mittelwertes (n = 8) dargestellt.
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Abbildung 24: Darstellung der errechneten Spike-Amplitudenmittelwerte aller Versuchstiere

(n = 8) wéhrend der 1. - 4. Musterprédsentation des Reizmusterschemas (Abschnitt 1 — 4) bei
der Ableitung retinaler Ganglienzellen der Klasse R2 bei Bombina orientalis zur Untersuchung
des Einflusses von NPY auf die Spike-Amplituden, unter Berticksichtigung des Standardfehlers
und der Standardabweichung.

Der zur statistischen Bewertung durchgeftihrte Wilcoxon-Test flr Paardifferen-
zen, zur PrOfung signifikanter Unterschiede der Spike-Amplituden der einzelnen
Musterprasentationen des Reizmusterschemas zwischen den durchgefihrten
Ableitungen, ergab fir den Vergleich der Ableitungen ohne NPY und NPY 20
min fur die PrifgroBe R einen geringeren Wert als den Tabellenwert, so dass
Ho abgelehnt wurde und Hy sich bei einem Wahrscheinlichkeitsniveau von p <
0,05 akzeptieren lieB.

Auch beim Vergleich der Ableitungen NPY 20 min und rec NPY 10 min wurde
die Nullhypothese abgelehnt und Hy bei einem Wahrscheinlichkeitsniveau von p
< 0,05 akzeptiert.
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4.2.2 Einfluss auf die Entladungsrate

Der Einfluss von NPY auf die Entladungsrate retinaler Ganglienzellen der
Klasse R2 im Tectum opticum von Bombina orientalis wurde bei n = 11 Tieren
untersucht. Nach der Demobilisierung der Versuchstiere durch Succinylcholin
wurde in Ringerlésung verdinntes NPY in einer Konzentration von 10™*mol/l auf
die Tectumoberflache appliziert. Die Ableitungen wurden wie bei den Unter-
suchungen der Spike-Amplituden fir alle Versuchstiere nach folgendem
Schema durchgefihrt:

Ableitung Reizmusterschema

1. 2. 3. 4.
Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprasentation

ohne NPY

NPY 1. 2. 3. 4,
10 min | Musterpréasentation | Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation

NPY 1. 2. 3. 4.
20 min | Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprasentation

rec NPY 1. 2. 3. 4.
10 min | Musterpréasentation | Musterprasentation | Musterprasentation | Musterprasentation

rec NPY 1. 2. 3. 4.
20 min | Musterpréasentation | Musterprasentation | Musterprésentation | Musterprasentation

Wie auch bei den Untersuchungen der Spike-Amplituden wurden die ermittelten
Daten mit Hilfe der Analysesoftware "Spike 2" ausgewertet. Hierbei wurde eine
Schwelle (einfaches Rauschband) gesetzt und nur die Spikeanzahl pro Intervall,
die oberhalb dieser Schwelle lag, zur Auswertung herangezogen. Somit war ge-
wahrleistet, dass nur die neuronalen Antworten auf die prasentierten Muster
ausgewertet wurden, nicht aber Spikes, die im Rauschband (Grundrauschen)
der Ableitungen lagen (siehe Kap. 3.7). Die ermittelten Werte wurden sowohl fir
die vier Musterpréasentationen innerhalb des Reizmusterschemas, als auch zu

den unterschiedlichen Ableitzeitpunkten miteinander verglichen.
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In der nachstehenden Abbildung 25 wird beispielhaft die ermittelte Anzahl der
Spikes pro Intervall fur die 11 Versuchstiere ohne eine Beeinflussung durch
NPY wahrend der 4 Musterprasentationen des Reizmusterschemas dargestellt.
Hierbei sind die ermittelten Daten der einzelnen Versuchstiere farbig und der

aus diesen Daten errechnete Mittelwert schwarz dargestellt.
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Abbildung 25: Darstellung der Verdnderung der Spike-Rate wédhrend der Musterprdsentationen
1 — 4 des Reizmusterschemas bei Bombina orientalis (n = 11). Abgeleitet wurden die
Aktionspotenziale retinaler Ganglienzellen der Klasse R2 ohne eine Applikation von NPY auf
die Tectumoberflache.
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Die NPY induzierte Veranderung der Spike-Rate wahrend der einzelnen
Musterprasentationen des Reizmusterschemas wurde fir alle Versuchstiere

(n = 11) nach diesem Prinzip untersucht. Die daraus berechneten Mittelwerte
fur n = 11 Tiere, zu allen durchgefiihrten Untersuchungen, sind in Abbildung 26

dargestellt.
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Abbildung 26: Darstellung der errechneten Mittelwerte der Spikeanzahl pro Intervall aller Ver-
suchstiere (n = 11) wédhrend der Présentation des Reizmusterschemas (Musterprdsentation 1
bis 4), ohne NPY-Beeinflussung (ohne NPY), nach NPY-Applikation auf die Tectumoberfldche
(NPY 10 min, NPY 20 min) und nach Beendigung der NPY-Applikation wahrend der Erholungs-
phase (rec NPY 10 min, rec NPY 20 min). Abgeleitet wurden die Aktionspotenziale von R2
Neuronen im Tectum opticum bei Bombina orientalis.

Wie aus der Abbildung 26 hervorgeht, folgen die neuronalen Antworten einem
klaren Schema. Die Antwortbereitschaft auf die 1. Musterprasentation des
Reizmusterschemas war am hdchsten und nahm im Laufe der 2. bis 4. Muster-
prasentation stetig ab.

Dies ist typisch fur retinale Ganglienzellen der Klasse R2.

Die Auswertung der Ergebnisse der einzelnen Versuchstiere ergab, dass es
bereits 10 min nach der NPY-Applikation auf die Tectumoberflache zu einem
deutlichen Abfall der Entladungsfrequenz bei allen Versuchstieren kam. Zum

Teil sogar so weit, dass keine Spikes mehr oberhalb der Schwelle identifiziert
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werden konnten. Diese Verringerung der Entladungsfrequenz wurde 20 min
nach der NPY-Applikation noch verstarkt. Zu diesem Zeitpunkt konnten nur
noch fir 6 Versuchstiere Spikes oberhalb der Schwelle identifiziert werden. Es
kam bei einzelnen Tieren zu einer Entladungsfrequenzverringerung von bis zu
74 %. Fir die Musterprasentationen 10 min nach Beendigung der NPY-
Applikation auf die Tectumoberflache, durch Entfernen der Applikations-
kapillare, konnte ein deutlicher Anstieg der Entladungsfrequenz gegeniber den
Ableitungen NPY 10 min und NPY 20 min verzeichnet werden. Es konnten fur 9
Tiere Spikes identifiziert werden, jedoch erreichten die errechneten Mittelwerte
der Spikezahlen pro Intervall nicht den Ausgangswert ohne eine NPY-Beein-
flussung. Nach einer weiteren Erholungsphase und 20 min nach Beendigung
der NPY-Applikation konnten fir 10 Versuchstiere wieder Spikes detektiert
werden. Gegenulber den Ableitungen rec NPY 10 min kam es zu einem Anstieg
der Entladungsfrequenz der retinalen Antworten. Jedoch wurden auch hier nicht
die Werte erreicht, die wahrend der Ableitungen ohne eine Beeinflussung durch

NPY gemessen wurden.

Obwohl in den Ableitungen der einzelnen Versuchstiere eine groBe Streuung
der Ergebnisse konstatiert werden muss, kam es bei allen vier Musterpra-
sentationen zu einer NPY induzierten signifikanten Verringerung der

Entladungsfrequenz nach 10 min bzw. 20 min.
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Die Abbildung 27 zeigt beispielhaft die gemessenen Spikezahlen pro Intervall
fir die erste Musterprasentation des Reizmusterschemas wéahrend der durch-
gefihrten Ableitungen.
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Abbildung 27: Darstellung der ermittelten Entladungsraten aller Versuchstiere (n = 11) wédhrend
der ersten Musterprdsentation des Reizmusterschemas wéhrend der Ableitungen ohne NPY,
NPY 10 min, NPY 20 min und nach Beendigung der NPY-Applikation rec NPY 10 min und rec
NPY 20 min. Abgeleitet wurden die Aktionspotenziale von R2 Neuronen im Tectum opticum bei
Bombina orientalis.

Trotz der weiter oben bereits angesprochenen Streuung der Ergebnisse, ist
eine deutliche Verringerung der Entladungsfrequenz bei fast allen Versuchs-
tieren zu beobachten.

Um den Effekt von NPY auf die Entladungsrate retinaler R2 Neuronen bei
Bombina orientalis quantitativ zu prufen, wurden in Abbildung 28 die errechne-
ten Mittelwerte der Versuchstiere (n = 11) wahrend der 4 Musterprasentationen

(Abschnitt 1 — 4) des Reizmusterschemas graphisch dargestellt.
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Abbildung 28: Darstellung der errechneten Mittelwerte der ausgewerteten Spikezahlen pro

Intervall aller Versuchstiere (n = 11). Abgeleitet wurden die Aktionspotenziale retinaler Gangli-
enzellen der Klasse R2 im Tectum opticum bei Bombina orientalis zur Untersuchung der Beein-
flussung der Spike-Raten durch NPY.

Wie oben bereits angesprochen, unterlagen die Ergebnisse einer relativ groBen
Streuung. Dies kann u. U. mit der individuell unterschiedlichen Antwortbereit-
schaft der einzelnen Versuchstiere erklart werden. Die Tiere wurden zwar vor
Versuchsbeginn auf ihre Antwortbereitschaft und ihre Motivation hin getestet,
dennoch reagierten sie wahrend der Versuche unterschiedlich. Dies ist ein vom
Experimentator nicht beeinflussbarer Umstand und muss als eine mdgliche

"Fehlerquelle" gesehen werden.

Der Streuung der Ergebnisse wird in Abbildung 29 Rechnung getragen. Der
Trend der Ergebnisse innerhalb eines Abschnitts ist jedoch fur alle Abschnitte
gleich. Dargestellt sind in Abbildung 29 die errechneten Mittelwerte von n = 11
Versuchstieren wahrend der 4 Musterprasentationen zu den unterschiedlichen
Ableitzeitpunkten unter Berlcksichtigung des Standardfehlers und der Standar-
dabweichung.
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Abbildung 29: Darstellung der errechneten Mittelwerte der Entladungsraten aller Versuchstiere
(n = 11) fir die 1. - 4. Musterprdsentation des Reizmusterschemas wéahrend der Ableitung
retinaler Ganglienzellen der Klasse R2 bei Bombina orientalis unter Berlicksichtigung des
Standardfehlers und der Standardabweichung.

Es konnte gezeigt werden, dass NPY die Entladungsfrequenz retinaler Gangli-
enzellen der Klasse R2 bereits 10 min nach Applikation auf die Tectumober-
flache deutlich reduziert. Dieser Effekt war 20 min nach Applikation auf die
Tectumoberflache weiter verstarkt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die-
ser Effekt reversibel ist, denn 10 min nach Beendigung der Applikation durch
Entfernen der Applikationskapillare kam es wieder zu einer Erhéhung der Ent-
ladungsraten. Diese waren 20 min nach Beendigen der NPY-Applikation ver-
starkt, es wurden jedoch nicht die Ausgangswerte ohne NPY-Beeinflussung

erreicht.

Der zur statistischen Prifung angewandte Wilcoxon-Test fir Paardifferenzen flr
den Vergleich der Musterprasentationen des Reizmusterschemas zwischen den
Ableitungen ohne NPY und NPY 10 min sowie NPY 20 min, ergab fur die Daten
von n = 11 Tieren fir die PrifgréBe R einen kleineren Wert als den kritischen
Tabellenwert, somit wurde Hy abgelehnt und Hy bei einem Wahrscheinlichkeits-

niveau von p < 0,05 akzeptiert.
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Dies traf ebenfalls fur den Vergleich der Ableitungen ohne NPY mit den Ablei-
tungen rec NPY 10 min und rec NPY 20 min zu. Weiterhin konnte ein
signifikanter Anstieg der Spike-Raten beim Vergleich der Ableitungen NPY 20
min und rec NPY 20 min verzeichnet werden.

Somit ist nachgewiesen, dass NPY die Rate der Spikes von R2 Neuronen be-
reits nach 10 min signifikant beeinflusst. Auch 10 min nach Beendigung der
NPY-Applikation sind die Auswirkungen von NPY auf die Spike-Rate noch als
signifikant nachweisbar. Erst 20 min nach Beendigung der NPY-Applikation
durch Entfernen der Applikationskapillare konnte ein signifikanter Anstieg der
Spike-Rate verzeichnet werden.
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4.3 Der Einfluss von NPY auf visuelle Antworten retinaler
Ganglienzellen der Klasse R3

4.3.1 Einfluss auf die Spike-Amplituden

Die Beeinflussung der Spike-Amplituden retinaler Ganglienzellen der Klasse R3
wurde bei Bombina orientalis an n = 5 Tieren untersucht. Sowohl Unter-
suchungskriterien als auch der Versuchsablauf entsprachen denen der Unter-
suchungen der R2 Neuronen (siehe dazu Kap. 3.7 und Kap. 4.2.1).

Die folgende Abbildung 30 zeigt exemplarisch die ermittelten Spike-
Amplitudenhdhen far alle untersuchten Tiere wahrend der vier Musterpréasenta-
tionen des Reizschemas bei den Ableitungen ohne NPY. Die Ergebnisse fir die
einzelnen Versuchstiere sind innerhalb der Graphik farbig und der daraus
errechnete Mittelwert ist schwarz dargestellt.
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Abbildung 30: Darstellung der gemessenen Spike-Amplitudenhdhen retinaler R3 Neuronen bei
Bombina orientalis wédhrend der 1. - 4. Musterprdsentation des Reizmusterschemas ohne eine
Beeinflussung durch NPY.
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Alle ermittelten Daten wurden, sowohl fir die vier Musterprasentationen inner-
halb des Reizmusterschemas, als auch zu den unterschiedlichen Ableitzeit-

punkten, miteinander verglichen.

Wéhrend der Ableitung ohne NPY konnte bei der Prasentation des Reizmuster-
schemas ein weitgehend konstanter Verlauf der Héhe der Spike-Amplituden bei
allen Versuchstieren verzeichnet werden. Es lag offenbar keine Adaptation vor.

Zehn Minuten nach der Applikation von NPY auf die Tectumoberflache konnten
nur noch flr 4 der 5 untersuchten Tiere Spike-Amplitudenwerte gemessen
werden, die oberhalb der zur Auswertung gesetzten Schwelle (einfaches
Rauschband) lagen. Insgesamt war eine Reduzierung der Spike-Amplitude zu
verzeichnen. Dies wird auch in den errechneten Mittelwertdaten deutlich.
Durchschnittlich kam es zu einer NPY bedingten Spike-Amplitudenreduzierung
von bis zu 63 mV, das entspricht gegentber der Ausgangsamplitude einem
Wert von 75,76 %.

Nach 20minutiger Applikation von NPY auf die Tectumoberflache konnten wie-
derum nur far vier der flnf untersuchten Tiere Spike-Amplitudenwerte oberhalb
der Schwelle ermittelt werden. Im Vergleich zu den Daten ohne NPY-Beein-
flussung, sowie im Vergleich zu den Daten nach 10minltiger NPY-Applikation
konnte, mit Ausnahme der 4. Musterprasentation, ein weiterer Abfall der Spike-
Amplitude gemessen werden. Im Mittel ergaben sich auch hier, bezogen auf die
Ableitungen ohne NPY, Spike-Amplitudenverringerungen von bis zu 63 mV.
Dies entspricht, gegentber den gemessenen Ausgangsamplituden ohne NPY-

Beeinflussung, einem Wert von 75,76 %.

Zum Ableitungszeitpunkt 10 min nach Beendigung der NPY-Applikation durch
Entfernen der Applikationskapillare von der Tectumoberflache (Ableitung rec
NPY 10 min), konnten wahrend der 1. Musterprasentation fir alle Versuchstiere
Amplituden oberhalb der gesetzten Schwelle ermittelt werden, wahrend der 2.
bis 4. Musterprasentation allerdings nur fir 4 Tiere. Offensichtlich war bei einem
Versuchstier die Beeinflussung durch NPY deutlich starker als bei den anderen
Versuchstieren, denn fur dieses Tier konnten auch nach einer 20minGtigen
Erholungsphase nach der NPY-Applikation (Ableitung rec NPY 20 min) lediglich
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bei der 1. Musterprasentation Werte oberhalb der Schwelle gemessen werden.
Insgesamt konnte bei den Ableitungen rec NPY 10 min und rec NPY 20 min ein
Anstieg der Amplituden gegentber den Ableitungen NPY 10 min und NPY 20
min verzeichnet werden. Wie schon bei den Ergebnissen der R2 Neuronen,
lagen auch hier die Spike-Amplituden der Ableitungen unter denen ohne NPY-
Beeinflussung.

In der nachstehenden Abbildung 31 werden die Mittelwerte der Spike-
Amplituden aller Versuchstiere (n = 5) wahrend der Prasentation des Reiz-
musterschemas in einer Ubersichtsgraphik zusammengestellt.
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Abbildung 31: Darstellung der errechneten Mittelwerte der gemessenen Spike-Amplituden
retinaler R3 Neuronen bei Bombina orientalis. Es werden die errechneten Mittelwerte aller Ver-
suchstiere (n = 5) zum Zeitpunkt der 1. — 4.Musterprédsentation des Reizmusterschemas
wdéhrend unterschiedlicher Ableitzeitounkte dargestellt.
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In der folgenden Abbildung 32 sind die Mittelwerte der Spike-Amplituden
wahrend der Prasentation des Reizmusterschemas unter Berlicksichtigung des
Standardfehlers und der Standardabweichung wahrend aller durchgeflihrten
Ableitungen dargestellt.
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Abbildung 32: Darstellung der errechneten Spike-Amplitudenmittelwerte retinaler R3 Neuronen
bei Bombina orientalis. Es werden die errechneten Mittelwerte aller Versuchstiere (n = 5) unter
Beriicksichtigung des Standardfehler und der Standardabweichung, zum Zeitpunkt der 1. — 4.
Musterprdsentation des Reizmusterschemas wéhrend unterschiedlicher Ableitzeitpunkte
dargestellt.

Die zur statistischen Bewertung verwendete Rangvarianzanalyse nach
Friedman ergab fiir X* einen geringeren Wert als den kritischen Tabellenwert,
somit wurde Hy akzeptiert. Zwischen den gemessenen Spike-Amplituden wah-
rend der vier Musterprasentationen innerhalb des Reizmusterschemas waren

keine signifikanten Unterschiede nachweisbar.

Zur weiteren Auswertung wurde ein Vergleich der einzelnen Musterprasenta-
tionen des Reizmusterschemas zwischen den durchgeftihrten Ableitungen ohne
NPY und mit NPY Beeinflussung vorgenommen.
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Die Graphiken in den folgenden Abbildungen 33 und 34 zeigen die errechneten
Mittelwerte der Spike-Amplituden aller Ableitungen (n = 5) wahrend aller durch-
gefiihrten Untersuchungen. Die Streuung der Ergebnisse wird in der Darstel-
lung berlcksichtigt (Abb. 36). Es ist jedoch klar zu erkennen, dass es zu einer

NPY-induzierten Spike-Amplitudenverringerung nach 10 bzw. 20 min kam.

Ausgehend von den ermittelten Werten wahrend der Ableitungen ohne NPY
konnten 10 min nach NPY-Applikation im  Durchschnitt  Spike-

Amplitudenverringerungen auf

85,93 % in Abschnitt 1
78,76 % in Abschnitt 2
77,76 % in Abschnitt 3
75,41 % in Abschnitt 4
festgestellt werden, im Mittel auf 79,55 %.

Eine weitere Verringerung der Spike-Amplitude konnte auch nach einer
20minutigen NPY-Applikation tendenziell beobachtet werden. Allerdings war sie
nicht so stark ausgepragt wie bei den untersuchten R2 Neuronen. Wie auch bei
den untersuchten R2 Neuronen, kam es nach einer Erholungsphase von 10 min
wieder zu einer Erhéhung der gemessenen Spike-Amplituden. Diese setzte sich
20 min nach Beendigung der NPY-Gabe geringflgig fort.
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Abbildung 33: Darstellung der errechneten Mittelwerte der ermittelten Spike-Amplituden fiir

n = 5 Versuchstiere bei der Prdsentation des Reizmusterschemas wéhrend der durchgefiihrten
Ableitungen. Abgeleitet wurden die Aktionspotenziale retinaler Ganglienzellen der Klasse R3 im
Tectum opticum bei Bombina orientalis.
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Abbildung 34: Darstellung der errechneten Spike-Amplitudenmittelwerte retinaler R3 Neuronen
bei Bombina orientalis fiir n = 5 Tiere wéhrend der 1. bis 4. Musterprdsentation des Reiz-
musterschemas, unter Berlicksichtigung des Standardfehlers und der Standardabweichung.
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Der zur statistischen Bewertung angewandte Wilcoxon-Test flr Paardifferenzen
far den Vergleich der Musterprasentationen des Reizmusterschemas zwischen
den Ableitungen ohne NPY und NPY 10 min sowie NPY 20 min, ergab fur die
Daten von n = 5 Tieren fur die PrufgroBe R einen kleineren Wert als den
kritischen Tabellenwert, somit wurde Ho verworfen und Hi bei einem Wahr-
scheinlichkeitsniveau von p < 0,05 akzeptiert.

Beim statistischen Vergleich der Ableitungen NPY 20 min mit den Ableitungen
NPY rec 10 min und den Ableitungen NPY rec 20 min konnten ebenfalls fur die
PrafgroBe R kleinere Werte als der kritische Tabellenwert erzielt werden, so
dass auch hier Hy bei einem Wahrscheinlichkeitsniveau von p < 0,05 akzeptiert

wurde.

Somit ist gezeigt, dass NPY auch bei R3 Ganglienzellen von Bombina orientalis
einen hemmenden Einfluss auf die Spike-Amplitude hat. Dieser Effekt ist 10 min
nach Applikation von NPY auf die Tectumoberflache deutlich messbar. Eine
weitere tendenzielle Verringerung der Spike-Amplituden 20 min nach NPY-
Applikation ist zu beobachten. Ebenfalls konnte die Reversibilitat dieses

Effektes gezeigt werden.

4.3.2 Einfluss auf die Entladungsrate

Die Untersuchungen der Auswirkung von NPY auf die Spike-Rate retinaler
Ganglienzellen der Klasse R3 bei Bombina orientalis wurden an n = 5 Tieren
durchgefuhrt. Versuchsdurchfihrung und Versuchsablauf waren identisch mit

denen bei der Untersuchung von R2 Neuronen (siehe dazu Kap. 3.7 und 4.2.2).

In der Abbildung 35 wird beispielhaft die ermittelte Anzahl der Spikes pro Inter-
vall far alle Versuchstiere (n = 5) fir die 4 Musterpréasentationen des Reiz-
musterschemas ohne eine Beeinflussung durch NPY dargestellt. Farbig sind in
der Graphik die ermittelten Werte fir die einzelnen Versuchstiere dargestellt,

wohingegen der aus diesen Daten errechnete Mittelwert schwarz dargestellt ist.
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Abbildung 35: Darstellung der Verdnderung der Spikeanzahl wédhrend den Musterprésentatio-
nen 1 - 4 bei Bombina orientalis (n = 5). Abgeleitet wurden die Potenziale retinaler Ganglien-
zellen der Klasse R3 ohne eine Applikation von NPY.

Ohne Beeinflussung durch NPY konnten flr alle Versuchstiere bei allen 4
Musterprasentationen Spikes ausgezahlt werden, die oberhalb der zur Aus-
wertung angelegten Schwelle (einfaches Rauschband) lagen. Wie bei den Er-
gebnissen der Untersuchungen der Spike-Rate der R2 Neuronen, unterliegen
auch diese Werte von Tier zu Tier einer groBen Streuung. So konnten zwischen
21 bis 188 Spikes ausgezahlt werden, mit denen die abgeleiteten Neuronen auf
das prasentierte Muster feuerten. Im Mittel wurde der stetige und typische Abfall
der Spike-Rate wéahrend der 4 Musterprasentationen des Reizmusterschemas
bestatigt. Nach einer 10minitigen Applikation von NPY auf die Tectumober-
flache konnten nur noch fur 4 Versuchstiere Daten ermittelt werden. Bei diesen
Versuchstieren verringerte sich die Spike-Rate merklich. Es wurden maximal
147 Spikes wahrend einer Musterprasentation identifiziert. Auch im Mittel war
der Riickgang der Spike-Rate zu erkennen. Erstaunlicherweise konnten 20 min
nach Beginn der NPY-Applikation wieder fir alle Versuchstiere Spikes oberhalb
der gesetzten Schwelle identifiziert werden. Anhand der Originalableitungen
konnte eine Beeinflussung der Daten durch Stérpotenziale ausgeschlossen

werden, so dass diese Ergebnisse zur Auswertung herangezogen werden
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konnten. Im Mittel, sowie auch fir die einzelnen Versuchstiere, konnte jedoch
ein weiterer Abfall der Spike-Rate im Vergleich zu den unbeeinflussten Ver-
suchstieren festgestellt werden. Auch gegentber den Ergebnissen nach einer
10mindtigen Beeinflussung durch NPY war ein weiterer, wenn auch nur

geringer, Abfall der Spike-Rate zu verzeichnen.

Nach einer 10minutigen Erholungsphase nach Beendigung der NPY-Applikation
durch Entfernen der Applikationskapillare von der Tectumoberflache (Ableitung
rec NPY 10 min), konnten fur alle Versuchstiere wahrend der ersten Muster-
prasentation Spikes ermittelt werden. Wahrend der 2. bis 4. Musterprasentation
war dies jedoch nur fir 4 Versuchstiere mdglich. Da die Spikeanzahl bei Tier 1
erheblich von der Spikeanzahl der restlichen Versuchstiere abwich, muss davon
ausgegangen werden, dass die Beeinflussung durch NPY bei diesem Ver-
suchstier deutlich hdher war, als bei den Gbrigen Tieren. Dies muss auch bei
Beurteilung der errechneten Mittelwerte berlcksichtigt werden, die im Vergleich

zu den Ableitungszeitpunkten NPY 10 min und NPY 20 min geringer waren.

Zwanzig Minuten nach Beendigung der NPY-Applikation auf die Tectumober-
flache konnten (Ableitung rec NPY 20 min), wie zum Ableitungszeitpunkt rec
NPY 10 min, fur alle Tiere wahrend der ersten Musterprasentation Spikes ober-
halb der Schwelle detektiert werden. Bei Tier 1 war auch hier die Beeinflussung
durch NPY erheblich langer nachweisbar als bei den Ubrigen Versuchstieren.
Dennoch kam es im Mittel gegentiber den Ableitzeitpunkten NPY 10 min, NPY
20 min und rec NPY 10 min zu einem Anstieg der Spike-Rate. Die Werte waren
bei der ersten Musterprasentation sogar héher als bei den Ableitungen ohne
NPY.

Die nachstehende Abbildung 36 zeigt die Mittelwerte der Spike-Raten aller Ver-
suchstiere (n = 5) wahrend der 1. bis 4. Musterprasentation des Reizmuster-
schemas. In der Graphik werden die errechneten Werte wahrend der unter-
schiedlichen Ableitzeitpunkte dargestellt. Es wird deutlich, dass es im Verlauf
aller Musterprasentationen mit zunehmender NPY-Applikationsdauer zu einer

typischen Verringerung der Spike-Rate der neuronalen Antworten kam.
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20 Minuten nach Beendigung der NPY-Applikation konnte wieder ein Anstieg
der Spike-Rate registriert werden, wobei auf die Tatsache der Erhéhung der
Spike-Rate in Abschnitt 1 zum Ableitungszeitpunkt rec NPY 20 min schon
weiter oben Bezug genommen wurde.
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Abbildung 36: Darstellung der errechneten Mittelwerte der ermittelten Spike-Raten aller Ver-
suchstiere (n = 5) wdhrend der Prdsentation des Reizmusterschemas (prdsentierte Muster 1 -
4), ohne NPY-Beeinflussung (ohne NPY), nach NPY-Applikation auf die Tectumoberfldche
(NPY 20 min). Abgeleitet wurden die Aktionspotenziale von R3 Neuronen im Tectum opticum
bei Bombina orientalis.

Die Abbildung 37 zeigt die errechneten Mittelwerte der Spike-Raten aller Ver-
suchstiere bei der Prasentation des Reizmusterschemas wahrend aller durch-
geflihrten Ableitungen unter Berlcksichtigung des Standardfehlers und der

Standardabweichung.
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Abbildung 37: Darstellung der errechneten Mittelwerte der ermittelten Spike-Raten aller Ver-
suchstiere (n = 5) unter Beriicksichtigung des Standardfehlers und der Standardabweichung bei
der Présentation des Reizmusterschemas (prdsentierte Muster 1 - 4) wéhrend aller durchge-
fuhrter Untersuchungen. Abgeleitet wurden die Aktionspotenziale von R3 Neuronen im Tectum
opticum bei Bombina orientalis.

Wie aus der Abbildung 37 hervorgeht, folgen auch die neuronalen Antworten
der R3 Neuronen einem klaren Schema. Die Antwortbereitschaft auf die 1.
Musterprasentation des Reizmusterschemas war am héchsten und nahm im
Laufe der 2. bis 4. Musterprésentation stetig ab. Auch fir Bombina orientalis
konnte also der fir retinale Ganglienzellen der Erdkréte Bufo bufo typische

Verlauf der neuronalen Antworten von R3 Neuronen bestéatigt werden.

Wie bei der Auswertung zum Einfluss von NPY auf die Spike-Amplituden, wur-
den auch die ermittelten Spikeanzahlen pro Intervall der einzelnen Muster des
Reizmusterschemas wéahrend der unterschiedlichen Ableitungen miteinander
verglichen.
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Abbildung 38 zeigt die Mittelwerte der registrierten Spikes aller Versuchstiere (n
= 5) zu den verschiedenen Ableitzeitpunkten. Dargestellt wird die gemittelte
Spikeanzahl pro Intervall wahrend der Musterprasentationen 1 bis 4 des Reiz-
musterschemas. Aufféllig hierbei ist, dass bei der 1. Musterprasentation die
Beeinflussung der Spike-Rate durch NPY weniger stark ausgepragt war als bei
den Musterprasentationen 2 bis 4.
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Abbildung 38: Darstellung der errechneten Mittelwerte der ermittelten Spikezahlen aller Ver-
suchstiere (n = 5) wédhrend der 1. — 4. Musterprédsentation (Abschnitt 1 — 4) des Reizmuster-
schemas bei den durchgefiihrten Ableitungen. Abgeleitet wurden die Aktionspotenziale retinaler
Ganglienzellen der Klasse R3 im Tectum opticum bei Bombina orientalis.
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In Abbildung 39 sind diese errechneten Mittelwerte unter Beriicksichtigung ihres

Standardfehlers und der Standardabweichung des Mittelwertes darge-

stellt.
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Abbildung 39: Darstellung der errechneten Mittelwerte der ermittelten Spike-Raten aller Ver-
suchstiere (n = 5) wadhrend der Musterprdsentationen 1 - 4 des Reizmusterschemas bei der
Ableitung von Aktionspotenzialen retinaler Ganglienzellen der Klasse R3 bei Bombina orientalis,
unter Berlicksichtigung des Standardfehlers und der Standardabweichung.

Mit Hilfe des zur statistischen Bewertung angewendeten Wilcoxon-Tests flr
Paardifferenzen konnten beim Vergleich der Ableitungen ohne NPY und rec
NPY 10 min, sowie bei dem Vergleich der Ableitungen NPY 20 min und rec
NPY 20 min fur die PrifgréBe R kleinere Werte als der Tabellenwert errechnet
werden, so dass in diesen Fallen Hq bei einem Wahrscheinlichkeitsniveau von p

< 0,05 akzeptiert wurde.

Es konnte also auch bei retinalen Ganglienzellen der Klasse R3 bei Bombina
orientalis eine NPY beeinflusste Spike-Ratenverringerung nachgewiesen
werden.
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5 Diskussion

5.1 Kontrollversuche: Reizmuster-Serien

Ziel dieser Arbeit war es, bei der Unke Bombina orientalis den Einfluss von NPY
auf die Amplituden und die Entladungsrate retinaler Ganglienzellen der Klassen
R2 und R3 auf visuelle Stimulation zu untersuchen. Da in diesem Zusammen-
hang noch keine Einzelzellableitungen bei Bombina orientalis vorgenommen
wurden, war es unabdingbar die Spike-Amplituden und die Spike-Raten von R2
Neuronen in Reizmuster-Serien zu untersuchen.

Retinale Ganglienzellen der Klasse R2 und R3 terminieren in unterschiedlichen
Tiefen des Tectum opticum (LETTVIN et al 1959, EWERT & HOCK 1972,
GRUSSNER & GRUSSNER-CORNEHLS 1976, SCHURG-PFEIFFER 1979)
und unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Antwortcharakteristika auf visuelle
Reizparameter (EWERT 1984, 1987, 1991). Auf dieser Grundlage wurde ein
Versuchsablauf entwickelt (siehe Kap. 3.7.1), der es erméglichte, bei Bombina
orientalis den optimalen Zeitrahmen zwischen zwei Reizmusterprasentationen
zu bestimmen und somit den Ableitzeitpunkt zu definieren. Die Auswertung der
Ergebnisse ergab, dass ein Zeitraum von t = 10 min zwischen den Muster-
prasentationen optimal ist. Nach diesem Zeitraum hatten die Spike-Amplituden
und die Spike-Raten der abgeleiteten Neuronen ihre Ausgangswerte nahezu
wieder erreicht; signifikante Unterschiede waren nicht mehr nachweisbar (siehe
Kap. 4.1.1 und 4.1.2). Aufgrund dieser Ergebnisse war eine Basis geschaffen,
den Einfluss von NPY auf die Amplituden und die Entladungsraten der R2 und
R3 Neuronen zu prifen: Falls in den Untersuchungen unter tectaler NPY-
Einwirkung eine Reduzierung der Amplitude und der Spike-Raten nachge-
wiesen werden konnte, so war dieser Effekt auf die Wirkung von NPY zurtck-

zuflhren.

Eine weitere Intention der Durchfiihrung der Kontrollversuche war die Uber-
prifung der praktizierten Methode. Auch in dieser Hinsicht lieferten die Kontroll-
versuche positive Ergebnisse. So konnte gezeigt werden, dass die Spike-
Amplituden wahrend der Musterprésentationen weitgehend stabil verliefen.
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Natdrlich unterliegen diese Ergebnisse Schwankungen, die allerdings bei der

gewahlten Ableitmethode nie ganz ausgeschlossen werden kdnnen.

Die Kontrollversuche dienten ebenfalls zur Uberpriifung des Verlaufes der
erfassten Entladungsraten fur die abgeleiteten Neuronen. Auch hier erwies sich
die gewahlte Methode als angemessen.

Die Entladungsrate der Neuronen folgte dem fur Klasse R2 Neuronen typischen
Muster (SCHURG-PFEIFFER 1979). Es wurde der Ableitzeitpunkt t = 10 min
zwischen den Musterprasentationen in der Art bestétigt, dass die Spike-Raten

nach dieser Zeit annahernd ihre Ausgangswerte erreicht hatten.

5.2 Vorbemerkungen zu Neuropeptid Y

NPY ist als Neurotransmitter/modulator an der Regulation fundamentaler
physiologischer Prozesse bei den Mammalia beteiligt (KARLA et al. 1992, HALL
et al. 1999, INUI 1999, INGENHOVEN & BECK-SICKINGER 1999). Es ist da-
von auszugehen, dass NPY auch bei Amphibien eine zentrale Rolle bei der
Regulation neuromodulatorischer Funktionen zukommt. Mit Hilfe immunocyto-
chemischer Untersuchungen konnten KOZICZ und LAZAR (1993) dichte NPY-
immunreaktive (IR) Strukturen im Gehirn von Rana esculenta nachweisen. In
Schicht 9 des TO befinden sich dichte Plexi von NPY-IR Fasern, die mit retina-
rezipienten Laminae Uberlappen. Nahe dem Tectum opticum wurden immun-
positive Zellen in praetectalen Arealen wie auch im Torus semicircularis lokali-
siert. Axone der NPY-IR praetectalen Zellen ziehen bis in tiefe Schichten des
Tectum (LAZAR et al. 1993). Die Prasenz von NPY-IR Fasern in tiefen tectalen
Schichten, wie die im Torus semicircularis gefundenen NPY-IR Zellen, lassen
vermuten, dass torale Zellen ebenso in das Tectum projizieren. Mit Hilfe von
Lasionsversuchen konnte gezeigt werden, dass die NPY-IR-Fasern eine
laminare Anordnung haben, in der Art, dass in Schicht 9 die Lamina A frei von
NPY-IR-Fasern ist und im Gbrigen Teil die Fasern dicht gepackt sind. Diese
Ergebnisse finden ihre Bestatigung in Untersuchungen an Hihnern (SZEKELY
et al. 1992) und an Goldfischen (PONTET et al. 1989). BAGNOLI et al. (1992)
zeigten mit Untersuchungen an Tauben, dass praetectale Zellen nach einer fri-

hen retinalen Abtrennung keine NPY-Immunopositivitdt mehr aufwiesen und
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postulierten, dass der Umfang praetectaler NPY-Immunoreaktivitat von dem
retinalen Input zu Beginn der neuronalen Entwicklung abhangt. KOSZIS und
LAZAR (1993) definieren das Praetectum beim Frosch und Goldfisch als
Hauptquelle tectaler NPY-IR. NPY-IR-Zellen sind demnach in einer wichtigen

strategischen Position im Tectum opticum.

Im Hippocampus der Ratte wurde gezeigt, dass NPY den excitatorischen Input
der Pyramidenzellen in der CA1 Region reduziert (COLMERS et al. 1987,
DANGER et al. 1985). Beim Frosch wird NPY ein Effekt auf den visuellen

Informationsfluss zugesprochen.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass die Lokalisation der von
KOZICZ und LAZAR cytochemisch bestimmten praetecto-tectalen Projektions-
zellen Ubereinstimmt mit den von BUXBAUM-CONRADI & EWERT (1995)
physiologisch bestimmten praetectalen thalamischen visuellen TH3 und TH4

Neuronen, die nachweislich zum ipsilateralen Tectum opticum projizieren.



5 Diskussion 81

5.3 Der Einfluss von NPY auf die Amplituden der Entladungen

retinaler Ganglienzellen

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss von NPY auf die Amplitude der
visuell evozierten Entladungen retinaler Ganglienzellen der Klasse R2 und R3
bei Bombina orientalis untersucht werden. Hierzu wurden den durch
Succinylcholin demobilisierten Tieren Reizmuster in Form eines schwarzen
Quadrates prasentiert. Die Untersuchungen der R2 Neuronen wurden an 8 Ver-
suchstieren, die Untersuchungen der R3 Neuronen an 5 Versuchstieren durch-
geflhrt.

Retinale Ganglienzellen der Klasse R2 und R3 liefern den hauptsachlichen
Input in das praetectale-tectale Netzwerk, das fur die konfigurale Muster-
differenzierung verantwortlich ist. Sie haben unterschiedlich groBe Empfindlich-
keiten gegentber bewegten Mustern (EWERT 1984, 1987, 1991, EWERT et al.
1983, SCHURG-PFEIFFER & EWERT 1981).

Es wird davon ausgegangen, dass R2 Neuronen hauptsachlich Informationen
tber die Lange relativ kleiner Objekte zum tectalen Netzwerk beisteuern, wéh-
rend R3 Neuronen Informationen Uber den Kantenkontrast von kleinen oder
groBen Objekten liefern (EWERT 1991). Vergleicht man diese Ergebnisse mit
dem Beutefangverhalten, wird klar, dass sowohl R2 als auch R3 Neuronen den
excitatorischen Input im Beutefang/Vermeidungs-System signifikant versorgen
mussen (EWERT 1991).

Mit Hilfe der Prasentation verschieden groBer Reizmusterattrappen, konnte bei
Bombina orientalis die beste Ansprechbarkeit der R2 und R3 Neuronen bei
einer GroBe des Reizmusters von 10 X 10 mm (4° Sehwinkel) nachgewiesen
werden. Dies bestétigt die von WACHOWITZ & EWERT (1996) gezeigte
species-typische Mustererkennung.

Die Tatsache, dass auch bei Bombina orientalis im Bereich E des Tectum gute
Ableitungen erzielt werden konnten, bestatigt die grundsatzlich einheitliche
Struktur des Tectum opticum bei Amphibien: im Bereich E zeigten schon Bufo

marinus und Bufo bufo spinosus die gréBten Amplituden bei tectal abgeleiteten
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Feldpotenzialen (SCHWIPPERT et al. 1993, 1995, 1995b, GERNERT 1995,
ROTTGEN 1999). Interessant ist hierbei, dass dies bei Bombina orientalis,
einem stammesgeschichtlich alten Vertreter der Anuren, bestatigt werden
konnte und weist somit auf die evolutionar erhaltene und damit bewahrte

Strukturierung des Tectum opticum hin.

Prinzipiell sind die Ergebnisse Uber den Einfluss von NPY auf visuelle Feld-
potenziale (SCHWIPPERT & EWERT 1995, SCHWIPPERT et al. 1998) mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit Gber den Einfluss von NPY auf visuell
evozierte Aktionspotenziale retinaler Ganglienzellen konsistent. SCHWIPPERT
& EWERT (1995) zeigten in Untersuchungen bei Bufo marinus, dass es bei
tectal abgeleiteten Feldpotenzialen durch den Einfluss von NPY zu einer Ver-
ringerung der N-Welle auf bis zu 24 % kam. Dieser Effekt setzte schon 5 bis 10
min nach Applikation von NPY auf die Tectumoberflache ein. Eine derart starke
und schnelle Verringerung der Spike-Amplitude konnte bei Bombina orientalis
weder bei R2 noch bei R3 Neuronen nachgewiesen werden. Hier konnten bei
R2 Neuronen 10 min nach NPY-Applikation maximale Verringerungen der
Amplitude von 16 % verzeichnet werden. Erst 20 Minuten nach Applikation von
NPY konnte eine signifikante Abnahme der Spike-Amplitude um 26 % ver-

zeichnet werden (siehe dazu Kap. 4.2.1).

Auch die untersuchten R3 Neuronen zeigten unter NPY keine so erhebliche
Reduktion der Spike-Amplitude, wie die von SCHWIPPERT und EWERT (1995)
tectal abgeleiteten Feldpotenziale. Bei Bombina orientalis konnte bei R3
Neuronen schon 10 min nach NPY-Applikation auf die Tectumoberflache eine
starkere und signifikante Reduktion der Spike-Amplituden im Vergleich zu R2
Neuronen ermittelt werden, jedoch lag diese im Mittel bei maximal 24,5 %
(siehe dazu Kap. 4.3.1). Ein deutlicher Unterschied in der Beeinflussung der
Spike-Amplituden 10 und 20 min nach der NPY-Applikation war bei den unter-
suchten R3 Neuronen jedoch nicht zu verzeichnen. Diese differenzierte Beein-
flussung der Neuronen durch NPY kann nicht mit ihrer unterschiedlichen Lokali-
sation im Tectum und einem daraus resultierenden, versuchsbedingten, moégli-
chen verzdgerten Wirkungseintritt von NPY erklart werden. Es lasst vielmehr
den Schluss zu, dass R2 und R3 Neuronen unterschiedlich stark durch NPY
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beeinflusst werden. Dies abschlieBend zu klaren bedarf weitergehender Unter-
suchungen und eines modifizierten Versuchsablaufes in der Art, dass die Ver-

suchsdauer verlangert wird (Ableitungen nach 10, 20, 30 und 40 Minuten).

Anhand der hier diskutierten Ergebnisse muss davon ausgegangen werden,
dass die Spike-Amplitude retinaler Ganglienzellen durch NPY unterschiedlich
stark beeinflusst wird und daraus folgernd ihr Einfluss auf tectale Feldpotenziale
unterschiedlich groB ist. Dies spiegelt sich auch in den Ergebnissen der Ablei-
tungen wahrend der recovery-Phasen wider. Hier erreichten die Spike-
Amplituden von R2 Neuronen nach 10 min und die der R3 Neuronen 20 min
nach Entfernen der NPY-Applikationskapillare von der Tectumoberflache an-
nahernd ihre Ausgangswerte. Allerdings erreichten R2 und R3 Neuronen be-
reits 10 min nach Beendigung der NPY-Applikation signifikant héhere Spike-
Amplituden als bei den Ableitungen 20 min nach NPY-Applikation (siehe hierzu
Kap. 4.2.1 und 4.3.1). Der von SCHWIPPERT et al. 1995 beschriebene Anstieg
der Amplituden der tectal abgeleiteten Feldpotenziale auf 65 % kdnnte auf den
Einfluss anderer Neuronen zuriickgefuhrt werden. Dies zeigt einmal mehr, dass
im neuronalen Wirkungsgeflige keine isolierten Betrachtungsweisen zuldssig
sind, sondern vielmehr zweckgebundenes Interagieren der unterschiedlichen
Funktionsstrukturen relevant ist (EWERT 1999, 2000, EWERT &
SCHWIPPERT 2005).

Die in dieser Arbeit vorliegenden Untersuchungen liefern den Beweis des inhi-
bitorischen Einflusses von NPY auf die Spike-Amplitudenmodulation retinaler
Ganglienzellen der Klasse R2 und R3. Sie zeigen weiterhin, dass tectal abge-
leitete Feldpotenziale erheblich mehr durch andere Faktoren beeinflusst werden
missen, als durch Klasse R2 und R3 Neuronen. Die von FUNKE (2005) er-
zielten Ergebnisse finden mit den hier vorgestellten Ergebnissen Bestatigung.
FUNKE (2005) konnte mit Hilfe der '*C-2-Desoxiglukose-Technik bei visuell
stimulierten Unken unter NPY-Einfluss einen geringeren Glukoseverbrauch in
Tectumbereichen von 30 bis 90 um nachweisen. Dies entspricht, bei einer Ge-
samtdicke des Tectum von 500um bei Bombina orientalis, histologisch den
oberen Schichten von Layer 9.
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Wenn berucksichtigt wird, dass die retinalen Ganglienzelltypen R2 und R3
hauptsachlich in den Laminae G, F, D und B der Schicht 9 (LETTVIN et al.
1959, SCALIA 1976) endigen, sind die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse
mit denen von FUNKE (2005) praktisch deckungsgleich. Fraglich ist jedoch,
inwieweit die Ergebnisse der von FUNKE (2005) durchgefiihrten '*C-2-
Desoxiglukose-Technik einen Bezug zur Spike-Amplitude oder zur Spike-Rate
retinaler Ganglienzellen von NPY haben. Ob diese Frage korrekt gestellt ist,

dartber kbnnen Auswertungen der Spike-Raten Aufschluss geben.
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5.4 Der Einfluss von NPY auf die Entladungsrate retinaler
Ganglienzellen

Der Einfluss von NPY auf die Entladungsrate visuell evozierter Antworten
retinaler Ganglienzellen bei Bombina orientalis wurde fir n = 11 Klasse R2
Neuronen und n = 5 Klasse R3 Neuronen untersucht.

Bei R2 Neuronen konnte eine signifikante Beeinflussung der visuell evozierten
Spike-Raten, vermittelt durch NPY, nachgewiesen werden. Diese war bereits 10
min nach der NPY-Applikation auf die Tectumoberflache signifikant nachweis-
bar und sie war nach 20 min geringflgig verstarkt (siehe dazu Kap. 4.2.2 und
4.3.2).

Die untersuchten R3 Neuronen zeigten 10 min und 20 min nach der NPY-
Applikation im Durchschnitt signifikante Unterschiede der Entladungsrate in Be-
zug zu den ohne NPY-Beeinflussung erzielten Werten. Bemerkenswert ist, dass
es 20 min nach Beendigung der NPY-Applikation, durch Entfernen der Applika-
tionskapillare von der Tectumoberflache, zu einem signifikanten Anstieg der
Spike-Raten kam.

Wie schon in Kapitel 4.2 und 4.3 angesprochen, unterliegen die erzielten Ergeb-
nisse einer nicht unerheblichen Streuung. Ziel der Untersuchungen war es, mit
Hilfe von Einzelzellableitungen Aufschlisse Uber den Einfluss von NPY auf die
Spikes der Zelltypen R2 und R3 zu erhalten, um rickschlieBend Erkenntnisse
ihrer selektiven Wichtung im neuronalen Wirkgefiige von Amphibien zu erhal-
ten. Hierzu war eine Untersuchung in vivo notwendig. Bei Ableitungen ver-
schiedener Versuchstiere sind jedoch kaum standardisierbare Ergebnisse zu
erwarten. Sowohl der Wirkungseintritt als auch der pharmakologische Effekt
von NPY unterlag Schwankungen von Tier zu Tier. Dies ist wahrscheinlich auf
den physiologischen Zustand des jeweiligen Versuchstieres, sowie auf die
zwischen den einzelnen Versuchen eventuell vorhandenen, geringflgigen
Schwankungen im Abstand der Ableitelektroden zur Applikationskapillare zu-
rickzufuhren. Hervorzuheben ist jedoch der Befund, dass die Trends innerhalb
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eines Versuchsablaufes im Prinzip gleich waren (vergl. hierzu z.B. Abb. 11, 16,
17, 21, 23, 25, 26, 28, 30, 33, 38)

Die nachgewiesene signifikante Verringerung der Entladungsrate der R2 und
R3 Neuronen durch NPY zeigt auch den in Kapitel 5.3 angesprochenen
Zusammenhang mit den Ergebnissen von FUNKE (2005) auf. Der Nachweis
der geringeren Strahlungsintensitit bei der '*C-2-Desoxiglukose-Technik 10
Minuten nach NPY-Gabe weist, durch die geringere Glukosemetabolisierung,
eindeutig auf eine verringerte neuronale Aktivitét hin, die in der dort beschrie-
benen Form nur auf den Einfluss von R2 und R3 Neuronen zurickzufihren ist.
Auch die Verminderung der von FUNKE (2005) beschriebenen Beutefangakti-
vitat scheint in der hier nachgewiesenen Reduktion der Entladungsraten der R2

und R3 Neuronen ihre neuronale Bestatigung zu finden.

5.5 Kritik an der Methode beziglich Schlussfolgerungen

Nachdem der Einfluss von NPY auf visuell evozierte Spikeantworten von R2
und R3 Neuronen bezlglich Spike-Amplitude und Spike-Rate vorhergehend
hinreichend erortert worden ist, muss die Frage nach Phanomenen und
Epiphdnomenen gestellt werden. Folgende methodische Problematik besteht:
zwar wurden in dieser Arbeit Spikeantworten abgeleitet; diese stammen jedoch
nicht von einem einzelnen Neuron, sondern von jeweils mehreren Neuronen
derselben Klasse (zugeordnet zu dieser Klasse gemaR der gewahlten Antwort-
kriterien). Registriert wurde also ,Multi-Unit* Spike-Aktivitat, innerhalb der die
Spike-Amplituden verschieden groB sind, was z.B. darauf zurlckzufUhren ist,
dass die Axonterminalen von der Ableitelekirode unterschiedlich weit entfernt
sind. Bei den Amplitudenmessungen unter NPY wurden die Spikes der "Multi-
Unit" Aktivitat erfasst, und zwar jene, die oberhalb des Standard-Cursors lagen.
Folgerichtig informiert das Ergebnis dieser Messungen Uber den Einfluss von
NPY auf den durchschnittlichen Amplitudenverlauf der Spikes in der "Multi-Unit"
Ableitung, vorausgesetzt, dass die Ableitungen wahrend der Versuchszeit stabil
sind. Es besteht kein Anlass zu méglicher Kritik, dass sich eine Einzelableitung

grundsatzlich anders verhalten wirde.
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Die Spikeamplitude kdnnte theoretisch von verschiedenen Faktoren abhangen:
(a) neuronale Adaptation, (b) shift der Ableitelektrode, (ci) Spike-Rate, (d)
Wirkung von NPY. Da (a) bis (c) durch Kontrollvorversuche bzw.
Voriberlegungen ausgeschlossen werden konnten, handelt es sich bei der in
dieser Arbeit gemessenen Amplitudenabhangigkeit retinaler Spikes um ein
durch NPY bestimmtes Phanomen.

Wie steht es mit der Anderung der visuell evozierten Spike-Rate unter NPY?
Bei ,Multi-Unit* Ableitungen wird nicht die Entladungsfrequenz bzw. Entladungs-
rate eines einzelnen Neurons erfasst, sondern die Anzahl der von verschie-
denen Neuronen stammenden Spikes pro Zeitintervall. Diese ,Spike-Rate® kann
theoretisch von verschiedenen Faktoren abhangen: (a) neuronale Adaptation,
(b) shift der Ableitelektrode, (cz) Spike-Amplitude, (d) Wirkung von NPY. Aus-
geschlossen werden konnten auch hier (a) und (b) durch Kontrollvorversuche
bzw. VorlUberlegungen, nicht jedoch (cz) und (d). Da jedoch (c{) abhéngig ist
von (cz) und (cz2) abhangig ist von NPY, kann nicht ausgeschlossen werden,
dass es sich beim Einfluss von NPY auf die Spike-Rate um ein Epiphdnomen
handelt. Diese Vermutung wird durch den Befund gestitzt, dass die NPY-
abhangige Reduktion der mittleren Spike-Rate starker erscheint als die NPY-
abhangige Reduktion der mittleren Spike-Amplitude. Denn bei der Berechnung
der Spikes pro Intervall fallen auch diejenigen Spikes ins Gewicht, die infolge
Absinken der Amplitude unterhalb des Cursors liegen; jene kdnnen namlich bei
der Berechnung der Spike-Amplitude nicht erfasst werden.
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5.6 AbschlieBende Diskussion der Ergebnisse

Das Tectum bildet ein Zentrum visueller Informationsverarbeitung und wird tber
das Praetectum durch inhibitorischen Einfluss kontrolliert (EWERT 1974, 1987,
SZEKELY & LAZAR 1976).

Man geht davon aus, dass NPY Uber die praetecto-tectalen Projektionsneu-
ronen im Tectum opticum praesynaptisch an retino-tectalen Axonendigungen
(iber Yz-Rezeptoren wirkt und so die Glutamat vermittelte retino-tectale Uber-

tragung hemmt.

Hierbei ware folgende mégliche Wirkung von NPY im retino-praetectal/tectalen
Netzwerk denkbar. Substrat ware eine axo-axonische Synapse: Axonendknoten
von praetectalen (TH3, TH4) Neuronen bilden im Tectum opticum eine Synapse
mit Axonendknoten von retinalen (R2, R3) Neuronen nach dem Prinzip der
praesynaptischen Inhibition. Praetectales NPY dockt an Y2-Rezeptoren des
retinalen Axonendknoten an und bewirkt dort Gber eine G-Protein und second-
messenger vermittelte Signalkaskade die SchlieBung von Ca?* Kandlen; der
resultierende verminderte Ca®* Einstrom fiihrt zu reduzierter Ausschiittung des
Neurotransmitters Glutamat, der normalerweise die retino-tectale Erregungs-
Ubertragung vermittelt. In diesem Falle wirde sich der Einfluss von NPY auf

Spikes der retinalen Axonendigungen im Tectum opticum nicht auswirken.

Da jedoch NPY die Spike-Amplitude der retinalen Axonendigungen senkt — wie
die vorliegende Arbeit eindeutig zeigt —, ist es denkbar, dass (alternativ oder
zusatzlich) eine second-messenger vermittelte Signalkaskade zur Offnung von
spannungsgesteuerten K* Kanalen fiihrt, wodurch die Amplitude der prae-
synaptisch eintreffenden Spikes vermindert und dadurch die Offnung
spannungsgesteuerter Ca®* Kanéle beeintrachtigt werden wiirde; der damit ein-
hergehende verminderte Ca®* Einstrom fiihrt zu reduzierter Ausschiittung von

Glutamat.

Die sehr starke Reduktion der visuell evozierten tectalen Feldpotenziale bei
tectaler Applikation von NPY (SCHWIPPERT & EWERT 1995) sowie die sehr
starke Reduktion der visuell evozierten '*C-2DG-Aufnahme in retina-rezipienten
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Tectumschichten unter NPY (FUNKE & EWERT 2005) stitzen die Vermutung,

dass beide durch NPY auslésbaren Prozesse dafir verantwortlich sind.

Mit Hilfe der Untersuchungen von GABRIEL & STRAZNICKY (1995) konnten
die Neurotransmitter der retinalen Afferenzen identifiziert werden. Bei 88 % der
retinalen Ganglienzellen wird als excitatorischer Neurotransmitter Glutamat
verwendet, bei 6 % y-Aminobuttersdure (GABA). Die Annahme, dass die
Aktivierung der Y-Rezeptoren durch NPY die Glutamatfreisetzung verhindert,
wird auch von COLMERS et al. (1987), GREBER, et al. (1994), SUN et al.
(1997) diskutiert. Berlicksichtigt man die Ergebnisse von XIAO et al. (1999), die
letztlich von 5 Kombinationen retinaler und isthmischer Afferenzen zu tectalen
Zellen in der Krote ausgehen, wird die zentrale Rolle von NPY im neuromodu-
latorischen Netzwerk der Anuren noch deutlicher. Diese Afferenzen sind in

erster Linie glutaminerg oder GABAerg.

Kommt es zu einem Verlust der Kontrolle des Praetectum Uber das Tectum,
fihrt dies zu einer tectalen Ubererregung und zu einer erhdhten, wenn auch
unkontrollierten Beutefangaktivitat. Dieser Anstieg der Entladungsrate tectaler
Zellen gegeniber bewegten Mustern konnte in Lasionsversuchen im Bereich
der praetectalen Lpd/P-Region mittels Durchtrennung der ipsilateralen prae-
tecto-tectalen Projektionen gezeigt werden. (EWERT 1974, 1984, EWERT et al.
1996, INGLE 1983). Auch die Untersuchungen von XIAHONG et al. (2005) un-
terstreichen den enormen Einfluss des Praetectum auf das Tectum. Hier konn-
ten bei 98 % der abgeleiteten tectalen Neuronen bei Rana catesbeiana nach
praetectaler Lpd/P Stimulation deutlich verringerte Antworten verzeichnet

werden.

Folgt man dem von EWERT (1991) entwickelten Modell der Verschaltungen in
retino-praetectalen und retino-tectalen Netzwerken und im praetecto-tectalen
Netzwerk (Abb. 1), muss aufgrund der in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse
davon ausgegangen werden, dass eine Aktivierung der praetecto-tectalen Pro-
jektionsneuronen u.a. die Freisetzung von NPY bewirkt.
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Retinale Ganglienzelltypen R2 und R3 stehen in unmittelbarer Verbindung zu
tectalen Neuronenpopulationen, z.B. T5.1, und zu praetectalen Neuronen, z.B.
TH3. Kommt es, wie in dieser Arbeit nachgewiesen, zu einer Verringerung der
Amplitude und der Entladungsrate retinaler Ganglienzellen durch NPY, muss
auch die Beutefangaktivitdt vermindert werden, da hauptsachlich R2 und R3
Neuronen den Input fir das praetectale-tectale Netzwerk liefern, das fur die
konfigurale Mustererkennung verantwortlich ist. FUNKE (2005) konnte an
Bombina orientalis mit Hilfe der 14C-2-Desoxig|ukose-Technik in ihren Unter-
suchungen einen deutlich verringerten Glukoseverbrauch etwa 10 min nach
tectaler NPY-Applikation verzeichnen. Diese Befunde sind konsistent mit der
hier dargestellten Abnahme von Amplitude und Entladungsrate retinaler R2 und
R3 Neuronen.

Bringt man die in dieser Arbeit nachgewiesenen Ergebnisse der NPY-vermit-
telten Amplitudenverringerung retinaler R2 und R3 Neuronen der Entladungs-
raten bei Bombina orientalis, die von FUNKE (2005) festgestellte NPY-vermit-
telten Abnahme der retino-tectalen Aktivitat bei Bombina orientalis und die von
XIAHONG et al. (2005) ermittelte Verringerung der Antworten tectaler Neuronen
bei Rana catesbeiana in Zusammenhang, so lasst dies den Schluss zu, dass
die Aktivierung praetecto-tectaler Projektionsneurone NPY im Tectum opticum
bei Bombina orientalis freisetzt. Die von ROTH et al. (2003) an Bombina

orientalis nachgewiesenen TH4-analoge Neuronen stitzen diese These weiter.

Bombina orientalis gehdrt stammesgeschichtlich zu den altesten Vertretern der
Anuren. Vor diesem Hintergrund ist die Tatsache, dass auch bei Bombina
orientalis die Verarbeitung visueller Informationen nachhaltig durch NPY beein-
flusst wird, umso bedeutender. Sie gibt Grund zu der Annahme, dass bei
Anuren die grundlegenden neurochemischen Effekte des retino-tectalen Infor-
mationsgefliges evolutiondr konserviert sind. NPY hat sich entwicklungsge-
schichtlich nur wenig verandert. Zwischen Mensch und Schwein unterscheidet
sich die NPY-Struktur nur in einer Aminosdure an Position 17 (hNPY:
Methionin, pNPY: Leucin). Ebenso erstaunlich ist, dass es zwischen Mensch
und Frosch eine hohe Homologie in der Struktur von NPY gibt. Auch hier be-
steht der Unterschied nur an Position 19 (MCKAY et al. 1992).
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Diese evolutiondre Bestandigkeit erklart wohl die Rolle von NPY bei der
Regulation fundamentaler physiologischer Prozesse. Auch wenn die
neuroendokrinen Systeme und ihre Peptide phylogenetisch alt sind, kénnte ein
erh6htes Wissen Uber ihre Organisation und ihre Entwicklung einige der
fundamentalen Funktionen im Nervensystem hoherer Vertebraten aufklaren
(MCKAY et al. 1992).

Mit Hilfe der vorliegenden Untersuchung konnte ein weiterer Beweis dafiir ge-
liefert werden, dass der retino-tectale Informationstransfer der Inhibition durch
NPY unterliegt.
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6 Zusammenfassung

1.

Neuropeptid Y gehért zu den potenten Neurotransmittern/modulatoren im
zentralen und peripheren Nervensystem der Mammalia. Es ist an der Re-
gulation einer Vielzahl von physiologischen Prozessen beteiligt und scheint
auch im retino-tectalen Transfer des visuellen Systems von Anuren eine
zentrale Funktion einzunehmen. Die Retina bildet die erste Funktionseinheit
bei der Verarbeitung visuellen Inputs. Fir die Weiterverarbeitung sind
primar das Tectum opticum und das Praetectum verantwortlich. Man geht
davon aus, dass ein Teil des praetecto-tectalen Inputs durch NPY vermittelt
wird. Es ist bekannt, dass NPY-immunoreaktive Fasern im oberflachlichen
Tectum von ipsilateralen, praetectalen thalamischen Arealen abstammen
und diese deckungsgleich sind mit den Aufnahmeorten der TH3 und TH4
praetecto-tectalen Projektionszellen der Kréte. Bei Bombina orientalis
existieren ebensolche Projektionsstrukturen.

Es ist ferner bekannt, dass die Applikation von NPY auf die Tectumober-
flache die anfangliche Erregungswelle der visuell evozierten Feldpotenziale
stark abschwacht. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit, sollte erstmalig
mittels Einzelzellableitungen der Einfluss von NPY auf die Spike-Amplitude
und die Spike-Rate retinaler Ganglienzellen der Klasse R2 und R3 bei
Bombina orientalis analysiert werden, da Uberwiegend retinale Ganglien-
zellen der Klasse R2 und R3 den Input des fir die konfigurale Musterunter-
scheidung verantwortlichen praetectale/tectalen Netzwerkes liefern. Vor
diesem Hintergrund erschien die Auswahl gerade dieser Neuronenzelltypen

sinnvoll.

Um Adaptationseinflisse bei den neuralen Antworten auf wiederholte
visuelle Reizgebung ausschlieBen zu kdnnen, wurde mit Hilfe eigens ent-
wickelter Kontrollversuche der optimale Zeitabstand t = 10 min zwischen
aufeinander folgenden Musterpréasentationen ermittelt. Nach diesem Zeit-
raum waren sowohl die Spike-Amplituden als auch die Spike-Raten wieder
weitgehend unbeeinflusst.
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3. Zur Untersuchung des Einflusses von NPY auf die Spike-Amplituden und
die Spike-Raten retinaler Ganglienzellen wurden visuell evozierte
Aktionspotenziale elektrophysiologisch von R2 und R3 Neuronen im
Tectum von Bombina orientalis abgeleitet. Diese wurden mit Hilfe der

Analysesoftware Spike 2 bearbeitet und analysiert.

4. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Spike-Amplituden der R2
Neuronen 20 min nach Applikation von NPY auf die Tectumoberflache
signifikant reduziert werden. Nach einer recovery-Phase von 10 min nach
Beendigung der NPY-Applikation durch Entfernen der Applikationskapillare
von der Tectumoberflache, konnte ein signifikanter Wiederanstieg der
Spike-Amplituden gemessen werden. Dieser wurde 20 min nach Beendi-
gung der NPY-Applikation erhéht. Die Spike-Amplituden der abgeleiteten
R3 Neuronen waren bereits 10 min nach NPY-Applikation signifikant redu-
ziert. Ein weiterer Abfall der Spike-Amplituden zeigte sich nicht. Auch bei
den R3 Neuronen konnte ein signifikanter Anstieg der Spike-Amplituden 10
min nach Beendigung der NPY-Applikation festgestellt werden. Dieser
setzte sich 20 min nach Beendigung der NPY-Applikation weiter fort. Bei
beiden Neuronentypen wurden 20 min nach Beendigung der NPY-
Applikation Spike-Amplituden nahe der Ausgangsamplitudenhéhe gemes-
sen. Ein Vergleich dieser zwei Zelltypen zeigte, dass die Spike-Amplituden
der R2 Neuronen etwas weniger stark durch NPY beeinflusst werden als
die Spike-Amplituden der R3 Neuronen.

5. Die Spike-Raten retinaler Ganglienzellen der Klassen R2 und R3 werden
durch NPY beeinflusst. Die Ergebnisse zeigen, dass es bei R2 Neuronen
10 min nach NPY-Applikation zu einem signifikanten Abfall der Spike-Rate
kommt, 20 min nach NPY-Applikation zeigen die gemessenen Daten einen
weiteren Abfall der Spike-Rate. Bei R3 Neuronen konnte ein signifikanter
Abfall der Spike-Raten deutlich zeitverzégerter nachgewiesen werden.
Zehn Minuten nach Beendigung der NPY-Applikation war bei den R2
Neuronen ein signifikanter Wiederanstieg der Spike-Raten zu verzeichnen,
der sich 20 min nach Beendigung der NPY-Applikation fortsetzte, jedoch
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blieben die Werte signifikant unter den Ausgangswerten ohne NPY-Beein-
flussung. Auch bei den R3 Neuronen konnte ein signifikanter Anstieg der
Spike-Raten 20 min nach Beendigung der NPY-Applikation verzeichnet
werden. Die ermittelten Werte der Spike-Rate unterschieden sich jedoch
nicht mehr signifikant von den ohne NPY-Beeinflussung ermittelten Daten.
Der Vergleich der R2 und R3 Neuronen ergab, dass die Spike-Raten der
R2 Neuronen in der recovery-Phase noch erheblich mehr durch NPY ver-
ringert wurden als die Spike-Raten der R3 Neuronen.

6. Eine kritische Wurdigung der Versuchsergebnisse der "Multi-Unit" Ableitun-
gen lasst den Schluss zu, dass es sich bei der Reduktion der Spike-
Amplituden um ein durch NPY induziertes Phanomen handelt. Demgegen-
uber kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei der im gleichen
Zusammenhang auftretenden Reduktion der Spike-Rate um ein
Epiphdnomen handelt, das — messtechnisch bedingt — auf der NPY indu-

zierten Amplitudenreduktion basiert.

7. Die hier vorgestellten Ergebnisse — im Vergleich mit friheren Ergebnissen
unserer Abteilung Uber tectale Feldpotenziale und '*C-2DG-Aufnahmen
unter NPY- weisen darauf hin, dass NPY Uber zwei verschiedene second-
messenger vermittelte Prozesse den retino-tectalen Signaltransfer inhibito-
risch steuert. Einer von diesen fuhrt zur Beeinflussung der Spike-Amplitu-

den im Bereich retinaler Axonendknoten im Tectum opticum.

8. Bombina orientalis ist ein phylogenetisch basaler Vertreter der Anuren. Der
Neurotransmitter NPY beeinflusst nachweisbar den visuellen Informati-
onstransfer im praetecto-tectalen Wirkgeflige und steuert somit das Fress-
und Beutefangverhalten dieser Species. Die Aufklarung der Zusammen-
hange in solch stammesgeschichtlich alten Funktionssystemen bietet die
Méoglichkeit, fundamentale Arbeitsweisen im Nervensystem hdherer

Vertebraten zu entschliisseln und zu verstehen.
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Abbildung 1: Projektionsbahnen des Nervus opticus zu den verarbeitenden
Hirnarealen. Dargestellt werden mdgliche Verschaltungen in retino-
praetectalen und retino-tectalen Netzwerken sowie im praetecto-tectalen
Netzwerk. Die Funktionseinheit (a) ist in ein praetecto-tectales Netzwerk (b)
integriert, dessen Output von tectalen Neuronenpopulationen, z.B. T 5.2
Neuronen (c), verarbeitet und weitergeleitet wird. Im rechts dargestellten
Netzwerk b’ ist eine direkte hemmende Einflussnahme praetectaler
Neuronen (TH3) auf tectale Neuronen dargestellt. Der Ausschnitt des
neuronalen Netzwerkmodells rechts zeigt die indirekte inhibitorische
Kontrolle des Praetectum Uber tectale Interneuronen (T 5.3), die auf
Erregung durch TH3, einen hemmenden Input an T 51 und T 5.2
weitergeben. R2, R3, R4 = retinale Ganglienzellen; TH3 = thalamische
Neuronen; T 5.2, T 5.3 = tectale Neuronen (nach EWERT 1991)............... 6

Abbildung 2: Laminarer Aufbau des Tectum opticum bei Amphibien (nach
SZEKELY & LAZAR 1976). Dargestellt sind die einzelnen beschriebenen
tectalen Schichten (nummeriert von 1-9 am linken Rand) sowie die in den
Schichten vorkommenden Neuronentypen (nummeriert von 1-10 innerhalb
der Abbildung). 1, 2 = groBe birnenférmige Zellen; 3 = Pyramidenzellen; 4
= ganglionare Zellen; 5, 6 = kleine birnenférmige Zellen; 7 = bipolare
Neuronen; 8 = Sternzellen; 9 = amakrine Zellen; 10 = optische

ENQIQUNQGEN. .. e 10

Abbildung 3: Bombina orientalis (Chinesische Rotbauchunke)..........c.............. 14
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Abbildung 4:  Gegenlberstellung der  abgeleiteten  Grundaktivitat
(Grundrauschen) zur Darstellung des Einflusses von Ketavet® auf die
Grundaktivitat retinaler Ganglienzellen. In der oberen Abbildung wird die
Ableitung der Grundaktivitat 3 Stunden nach der Praparation dargestellt; In
der unteren Abbildung wird die Ableitung der Grundaktivitdt 24 Stunden
nach der Praparation dargestellt. Es ist erkennbar, dass die Grundaktivitat

von Bombina orientalis 3 Stunden nach der Praparation deutlich reduziert

] RS 17
Abbildung 5: Strukturformel Succinyl(di)cholin ... 18
Abbildung 6: Primarstruktur von Neuropeptid Y (NPY). ..ccoviiiiiiiiieee 20

Abbildung 7: Position tectaler Ableitorte und ihre Entsprechungen im
Gesichtsfeld der Krote. Der binokulare Bereich des Gesichtsfeldes ist

SChWArZ UNEIIEQL. ... 24

Abbildung 8: Darstellung der Versuchsapparatur. Das Versuchsbecken (a)
diente zur Fixierung der Tiere wahrend der Versuche. Mit Hilfe des
Mikromanipulators (b) wurde die Ableitelekirode positioniert. Durch
Mikromanipulator (c) wurde die Applikationskapillare platziert. Im
Hintergrund ist der elektrisch gesteuerte Musterprasentationsapparat (d) zu
SEINBN. e 25

Abbildung 9: Beispiel fir einen Screenprint des Spike 2 Analyseprogramms.
Darstellung einer Originalableitung ("Multi-Unit" Spike-Aktivitat) mit stark
gestauchter Zeitachse. Kanal 1 zeigt die Originalmesssignale. Kanal 2 stellt
das prasentierte Reizmusterschema dar (M1 = 1. Musterprasentation
(Abschnitt 1), M2 = 2. Musterprasentation (Abschnitt 2), M3 = 3.
Musterprasentation (Abschnitt 3), M4 = 4. Musterprasentation (Abschnitt 4),
wobei a den Eintritt und b den Austritt der Reizmusterattrappe in das
Gesichtsfeld der Unke kennzeichnen. Die Pausen von 2 s zwischen den
Musterprasentationen sind mit ¢ gekennzeichnet. Kanal 3 symbolisiert
jeden detektierten Spike durch einen senkrechten Strich. ..........ccceeveeeeee. 27
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Abbildung 10: Gezeigt wird der Ausschnitt einer "Multi-Unit" Originalableitung.
Mit Hilfe zweier horizontal angelegter Cursor (1 und 2) konnte die Héhe des
Rauschbandes ermittelt werden, woraus sich die anzulegende Schwelle fir
die Auswertung ergab, die mit Cursor 3 dargestellt ist. In den Kanalen Abs.
1 — 4 werden die detektierten Spikes, die oberhalb der gesetzten Schwelle
(Cursor 3) lagen, als Striche dargestellt. ... 33

Abbildung 11: Darstellung der Spike-Amplitudenveréanderung von R2-Neuronen
bei Bombina orientalis wahrend der vier Musterprasentationen der
Reizmusterserie zum Zeitpunkt t = 0. Die dargestellten Werte zeigen die
errechneten Mittelwerte aller detektierten Spikes oberhalb des einfachen
Rauschbandes wahrend des jeweilig prasentierten Musters des

REIZMUSTEISCNEMAS. ..o e 39

Abbildung 12: Darstellung der errechneten Mittelwerte der Spike-Amplituden
von R2-Neuronen bei n = 6 Tieren wahrend der Prasentation des
Reizmusterschemas zu den unterschiedlichen Ableitzeitpunkten t bei
Bombina orientalis. ........c..oeeiiiiii 40

Abbildung 13: Darstellung der Spike-Amplitudenverédnderung von R2-Neuronen
bei Bombina orientalis wahrend der 1. Musterprasentation (Abschnitt 1) des

REIZMUSEEISCNEIMAS. ...ieeeee ettt r e e e e e eans 41

Abbildung 14: Darstellung der errechneten Mittelwerte der Spike-Amplituden bei
den 4 Musterprasentationen (Abschnitt 1 — 4) des Reizmusterschemas, zur
Untersuchung der Beeinflussung durch Adaptation von R2-Neuronen bei

Bombina orientalis (N = 6). .......uuuiiiiiiiiiiiieeieeee e 42

Abbildung 15: Darstellung der errechneten Mittelwerte der Spike-Amplituden bei
den 4 Musterprasentationen (Abschnitt 1 — 4) des Reizmusterschemas,
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9 Anhang

9.1 Abkirzungsverzeichnis

ERF excitatorisches rezeptives Feld

GABA y-Aminobuttersaure

IRF inhibitorisches rezeptives Feld

Lpv posterioventraler Nucleus

Lpd lateraler posteriodorsaler Nucleus

Lpd/P lateraler posteriodorsaler/posteriorer thalamischer Nucleus
P posteriorer Nucleus

NPY Neuropeptid Y

NPY-IR NPY-immunoreaktiv

PP pankreatisches Polypeptid

PYY Peptid YY

R2 - R4 retinale Ganglienzellen der Klasse 2 — 4
RF rezeptives Feld

TO Tectum opticum
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9.2 Angewandyte statistische Verfahren

9.2.1 Mittelwert

Der arithmetische Mittelwert ¥ dient zur Informationsverdichtung fir mehrere
bis zahlreiche nicht zu heterogene Daten (nach SACHS 1997).

Er berechnet sich wie folgt:

)_c:l(x1 +x2+x3+...+xn):ixi
n i=1

wobei x die einzelnen Ereignisse und n die Summe der Ereignisse (Anzahl der
Versuchstiere) beschreibt.

9.2.2 Standardabweichung

Die Standardabweichung s gibt Aufschluss Uber die Variabilitat der Werte und
ist auch die beste Schatzung der Streuung in der Grundgesamtheit (LOZAN
1992). Sie wird berechnet nach:

anaf—(zxf

n—1

9.2.3 Standardfehler

Der errechnete arithmetische Mittelwert einer Verteilung ist nur eine Schatzung
des Mittelwertes der Grundgesamtheit. Der wahre Mittelwert p bleibt unbekannt.

Uber die Berechnung des Standardfehlers des Mittelwertes ¢_ erhalt man die

Méglichkeit, eine Aussage Uber die Abweichung des Mittelwertes gegentber
dem wahren Mittelwert der Verteilung zu treffen (LOZAN 1992).

Der Standardfehler der Mittelwertes errechnet sich:
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9.2.4 Friedman-Test (Rangvarianzanalyse)

Der Friedman-Test fuhrt eine einfaktorielle Varianzanalyse durch. Es handelt
sich um ein parameterfreies Verfahren, wobei keine Normalverteilung vor-
ausgesetzt wird. Hierbei wird getestet, ob k Bedingungen (unterschiedliche
Ableitzeitpunkte) bei n Wiederholungen (Anzahl der Versuchstiere)
systematische Unterschiede aufweisen. Mit Hilfe des Friedman-Schemas
werden Rangsummen R gebildet. Werden unter Annahme der Nullhypothese
Rangsummen fir jede der k Bedingungen gebildet, so werden diese nicht oder
nur zufallig voneinander abweichen. Besteht zwischen den einzelnen
Bedingungen jedoch ein systematischer Einfluss, so werden Uberzufallig
unterschiedliche Rangsummen auftreten (SACHS 1991).

Als PrafgréBe wird /1/2 errechnet:

.= { T Z‘Rﬂ 3n(k+1)

wobei:
n = Anzahl der Zeilen (Individuen)
k = Anzahl der Spalten (Wiederholungen)

k

ZRf = Summe der Quadrate der Rangsummen flir die k zu
i=1

vergleichenden Wiederholungen

beschreibt.

Die Beurteilung der Ergebnisse erfolgt anhand der N>-Verteilung fiir
Freiheitsgrade (FG) = k — 1. Wobei gilt:

ist  Nerechnet < N° Tavele Qilt die Nullhypothese, d.h. es bestehen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Messungen. Ist Ngrechnet

> X2 1apelie Wird die Nullhypothese verworfen und es gilt die Alternativhypothese

H4, es bestehen signifikanten Unterschiede zwischen den Messungen.
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9.2.5 Wilcoxon-Test fiir Paardifferenzen

Dieser Test dient dem Vergleich von Paardifferenzen. Er hat far kleine und
groBe Stichproben eine Wirksamkeit von 95 % des t-Tests.

Zur Berechnung der PrufgroBe werden Paardifferenzen gebildet, die nach einer
aufsteigenden Rangordnung sortiert werden. Es werden Summen der positiven
und negativen Rangzahlen gebildet. Als PrifgroBe R wird die kleinere der
beiden Rangsummen gewahlt. Ubersteigt Rerecnet den Tabellenwert fir die
entsprechende Anzahl n, wird die Nullhypothese angenommen; der
beobachtete Unterschied ist als zuféallig zu betrachten.

9.3 Physiologische Blutersatzlésung (Ringerlosung) fiir Unken und
Kroéten

Die angegebenen Mengen wurden in 1000 ml Aqua dest. gel6st. Der pH-Wert

der Lésung wurde mit dem pH-Meter Uberprift und auf pH 7,0 eingestellt.
Rezept fur Blutersatzldsung:

6,50 g NaCl

0,14 g KCI

0,12 g CaCl,

0,20 g NaH2PO4

2,00 g CGH1206*H20 (G|UCOS€)
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