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2. Einleitung

Das Tuberculum olfactorium (Tu) ist eine duBerlich deutlich erkennbare und abgrenzbare
Vorwdlbung an der Basis der GroBhirnhemisphédre zwischen Trigonum olfactorium (OTr),
Chiasma opticum (0x), Cortex piriformis (Pir) sowie Area diagonalis (da). Histologisch ist
das Tu durch zwei Strukturelemente gekennzeichnet: einen dreischichtigen Kortex und
kompakte Zellnester (Inseln).

Die oberfliachliche, pianahe Schicht (Lamina I) ist durch wenige Zellprofile, meist glialer
Natur gekennzeichnet (Millhouse und Heimer, 1984). Die Lamina II stellt sich als
mittelbreite, kompakte und im Regelfall kontinuierliche Schicht dar, die durch dicht gelagerte
Zellen, vorwiegend pyramidalen Aussehens, gekennzeichnet ist (Millhouse und Heimer,
1984). Thre apikalen Dendriten sind in Richtung auf die piale Oberfliche orientiert; die
basalen Dendriten verzweigen sich in Lamina II und Lamina III. Wegen seiner ausgepriagten
Faltung stellt das Zellband ein sehr charakteristisches Strukturmerkmal des Tu dar. Lamina III
zeigt ein breites Spektrum an Zellklassen hinsichtlich Form und Grof3e des Somas, sowie der
Verzweigung und Orientierung der Dendriten (Millhouse und Heimer, 1984).

Der héufigste Zelltyp umfasst mittelgrof3e, dornbesetzte Zellen. Dieser Zelltyp bildet Briicken
zwischen der Lamina II und dem Nucleus accumbens (Acb). Dieses laminare Muster ist
abhédngig von der untersuchten Spezies mehr oder weniger deutlich ausgepragt (Meyer et al.,
1989); auch innerhalb des Tu zeigen sich Unterschiede zwischen medial und lateral gelegenen
Abschnitten (Krieger, 1980).

Als weiteres wichtiges morphologisches Kennzeichen des Tu gilt das Auftreten von
Kornerzell-Clustern (Millhouse, 1987; Millhouse und Heimer, 1984). Hierbei handelt es sich
um auffallende Gruppierungen dicht gedringter Kornerzellen, die einen stereotypen Aufbau
zeigen. Sie wurden erstmals von Ganser (1882) und Calleja (1893) als kompakte
Zellansammlungen, die inselartig in das Gebiet zwischen Striatum und pialer Oberfliche
eingestreut sind, beschrieben. Rose (1929) hat auf die inhomogene Verteilung innerhalb des
Tu der Maus aufmerksam gemacht, und entsprechend ihrer Lage und Héufigkeit drei fronto-
kaudale Abschnitte des Tu (Tol 1-3) unterschieden. Spater wurden in Abhéngigkeit von der
untersuchten Spezies verschiedene Varianten im Hinblick auf Haufigkeit und Anordnung der
Kornerzell-Cluster innerhalb der drei Laminae beschrieben (Meyer et al., 1989). Ob diesen
Unterschieden eine Relevanz hinsichtlich des Bauprinzips des Tu oder seiner Funktion

zukommit, 1st unklar.



Brockhaus (1942 a, b) hat als erster erkannt, dass die einzelnen Kdrnerzell-Cluster Bestandteil
einer komplexeren Organisation mit unterschiedlicher Topografie und jeweils
charakteristischem Aufbau darstellen. Er wies auch darauf hin, dass die Inseln nicht auf das
Tu begrenzt sind, sondern sich in mehreren Nachbarregionen nachweisen lassen. Aufgrund
zytologischer Charakteristik unterschied er bereits einen kleinzelligen und einen grof3zelligen
Anteil der Inseln und wies aufgrund vergleichend anatomischer Befunde auf die verschiedene
Herkunft beider Komponenten hin. Nach Brockhaus (1942 a) entspricht der kleinzellige
Anteil den eigentlichen Calleja’schen Inseln, die als autochthoner Bestandteil des Tu
aufzufassen sind. Den grof3zelligen Anteil fasste er als echten Bestandteil des Striatums auf.
Beide Anteile sind nach seiner Ansicht allerdings ,,so innig miteinander verschmolzen®, dass
sie einen gemeinsamen Komplex bilden. Im Einklang mit dieser Konzeption wurden die
Inselgruppen im Bereich des Tu von ihm als ,Insulae olfactoriae striatales* bezeichnet um
damit sowohl den olfaktorischen als auch den striatalen Charakter der Inseln zum Ausdruck
zu bringen. Diese Interpretation deckt sich vollkommen mit spéteren Ergebnissen, die mit
Hilfe von Zell- und Markscheidenpréparaten (Sanides, 1957; Millhouse, 1987; Meyer et al.,
1989), der Enzym- und Immun-Histochemie (Fallon et al., 1983; Hartz-Schiitt und Mai, 1992)
und experimentellen Untersuchungen an der Ratte (Fallon et al., 1978 und 1983; Heimer et
al., 1975-1991) erarbeitet wurden. Mit Hilfe einer detaillierten Analyse der AChE-Aktivitit
auf kompletten Schnittserien konnten 5 Gruppen von Inseln unterschieden werden, die jeweils
topografisch, strukturell und histochemisch different sind (Hartz-Schiitt und Mai, 1992).
Brockhaus (1942 a) betonte auch die phylogenetische Konstanz bei allen Vertebraten und die
mogliche Beziehung der Inseln zur Entwicklung des Vorderhirns.

Trotz des allgemeinen Charakters im Aufbau des Tu lassen sich bei vergleichenden
Untersuchungen doch gewisse Unterschiede nachweisen (Meyer et al., 1989). So findet sich
bei makrosmatischen Tieren der beschriebene trilaminare Aufbau mit ausgeprigten
Inselfeldern. Bei mikrosmatischen Tieren ist das Tu klein, gering differenziert und der
trilaminare Aufbau meist nur ansatzweise erkennbar.

Die deutliche Auspragung des Tu bei makrosmatischen Tieren und Faserbeziehungen mit dem
Bulbus olfactorius (OB) haben bereits frith auf einen Zusammenhang mit dem olfaktorischen
System schliessen lassen (Calleja, 1893). Durch experimentelle Studien wurde gesichert, dass
das Tu zusammen mit dem Nucleus olfactorius ant. (Regio retrobulbaris, AO), dem Pir, der
periamygdalaren Rinde, und Teilen des Cortex entorhinalis (Ent) direkte Afferenzen aus dem

OB erhilt und damit als Teil der primaren Riechregion gilt.



Die Bedeutung dieser bulbdren Verbindungen fiir die Riechfunktion ist allerdings - speziell
fiir Primaten - von einigen Autoren relativiert worden (Allison und Meyer, 1950; Turner et al.,
1978; Carmichael et al., 1994). Da die relative Grofle des Tu bei makrosmatischen Tieren
auch als Hinweis auf die zunehmende Bedeutung des indirekten olfaktorischen Einflusses auf
das ventrale Striatum (VStr), besonders des Acb gelten kann, wurde auch die préiferentielle
Zugehorigkeit des Tu zum olfaktorischen System in Frage gestellt.

Ferner wurde darauf verwiesen, dass das Tu keine reziproken Verbindungen mit dem OB
besitzt, wie das fiir die gesicherten Endigungsgebiete olfaktorischer Afferenzen, den AO und
den Pir, der Fall ist (Shipley et al., 1995). SchlieBlich zeigte sich nach Lasionen des Tu der
Ratte keine Beeintrachtigung der Geruchswahrnehmung und der Geruchsunterscheidung
(Slotnick und Schoonover, 1992).

Auch der Vergleich verschiedener Spezies zeigt, dass der Organisationsgrad des Tu nicht der
Entwicklung des olfaktorischen Systems entsprechen muss. Wihrend Echidna ein hoch
entwickeltes olfaktorisches System besitzt, ist die Organisationshohe des Tu mit einer sehr
gering entwickelten laminaren Struktur niedrig (Ashwell, 2006).

Auf der anderen Seite mehren sich die Hinweise, dass das Tu als Teil des VStr betrachtet
werden kann. Hierfiir sprechen zahlreiche morphologische, immunhistochemische und
konnektionale Befunde (Heimer und Wilson, 1975; Heimer, 1978; Heimer und Alheid, 1991;
Newman und Winans, 1980; Switzer et al., 1982; Millhouse und Heimer, 1984).

Die morphologischen Befunde konzentrieren sich auf die strukturelle Kontinuitit zwischen
Acb und Tu und die bemerkenswerte strukturelle Ahnlichkeit besonders der mittelgroBen
dorntragenden Neurone, die in beiden Regionen gefunden werden. Sie lassen sich teilweise in
Zellbriicken zwischen dem Striatum und dem Tu nachweisen. Dieser zytologische Hinweis
auf eine Zugehorigkeit gewisser Strukturanteile des Tu zum Acb wurde dadurch ergénzt, dass
experimentelle und immunhistochemische Studien Gemeinsamkeiten erkennen lieBen. Auf
der Grundlage dieser Befunde wurde von Heimer und Wilson (1975) das Tu neben dem Acb
als weiterer Anteil dem ventralen Striatum zugerechnet (Heimer, 1978; Krieger, 1980;
Newman und Winans, 1980). Weitere enzym- und immunhistochemisch erbrachte
Reaktionsmuster fiir Acetylcholinesterase, Cholecystokinin und DARPP-32 unterstiitzen das
Konzept der Einbeziehung des Tu in das VStr (Heimer, 1978; Zaborszky et al., 1985 bzw.
Walaas und Ouimet, 1989).

Wihrend der vergangenen Jahre haben sich neue Gesichtspunkte fiir die Beschreibung der
Organisation und Funktion des Tu ergeben, die verdeutlichen, dass sich das Tu in einen

medialen und lateralen Abschnitt unterteilen ldsst und dass diese Teilung in gewisser



Zuordnung zu medialen und lateralen Abschnitten des Acb steht. Bereits die detaillierten
histologischen Untersuchungen von Brockhaus (1942 a) hatten eine Gliederung des Gebietes
von Acb und Tu erkennbar gemacht, die nicht der gegenwirtig favorisierten in Schalenregion
(shell), Kernregion (core) sowie in Tu entspricht. Vielmehr wurde dort ein Strukturgradient
beschrieben, der mediale und laterale Areale gegenseitig aussonderte. Eine gleichartige
Parzellierung des fraglichen Gebietes fand sich auch nach einer differenzierten Analyse der
AChE-Aktivitit beim Menschen (Hartz-Schiitt und Mai, 1992).

Innerhalb des Tu ist ein medio-lateraler Gradient mehrfach beschrieben worden. So zeigte
sich ein gradueller Ubergang von einer deutlichen Kortexstruktur in der seitlichen Hilfte des
Tu zu einer Striatum-dhnlichen Organisation in der medialen Hélfte. Weitere Unterschiede
fanden sich hinsichtlich der Zelldichte (Popoff und Popoff, 1929), der AChE- und ChAT-
Reaktivitit (Talbot et al., 1988), der Terminalgebiete dopaminerger Afferenzen aus der Area
ventralis tegmenti (VTA) (Newman und Winans, 1980), sowie zahlreicher weiterer
Faserverbindungen (diskutiert von Ikemoto et al., 2005).

Der interessanteste Hinweis auf strukturelle und funktionelle Unterschiede zwischen medialen
und lateralen Abschnitten stammt aus Experimenten, bei denen die Rolle des Tu im Rahmen
von Belohnungseffekten untersucht wurde. Es ist lange bekannt, dass das Tu hierbei eine
Rolle spielt (Prado-Alcala und Wise, 1984; Fibiger et al., 1987; Clarke et al., 1990; Kornetsky
et al., 1991; Stein und Fuller, 1992; Porrino et al., 2002; Ikemoto, 2003). Bei der Injektion
von Kokain zeigte sich, dass die Lage innerhalb des Tu groBen Einfluss auf die
Selbststimulation bzw. die Belohnungseffekte besa. Nur die Applikation in die antero-
mediale Region des Tu (sowie die anteromediale Region des Acb), nicht jedoch in das laterale
Gebiet des Tu und Acb, zeigte robuste Effekte (Carlezon et al., 1995; Ikemoto und Wise,
2002; Ikemoto und Witkin, 2003; Rodd-Henricks et al., 2002; Ikemoto, 2003).

Die gegenwirtig verfiigbaren Befunde zeigen im Hinblick auf die strukturelle Organisation
und die daraus resultierende funktionelle Rolle des Tu ein sehr uneinheitliches und noch
unbefriedigendes Bild. Beriicksichtigt man die exponierte Lage des Tu im Grenzgebiet
zwischen olfaktorischem, orbitofrontalem, medialem temporalen und insularem Kortex sowie
Acb, Septumkernen und Claustrum (Cl), entsprechen die bisher bekannten Funktionen sicher

nicht dem gesamten Spektrum des Aufgabenbereichs, in den das Tu involviert ist.



Ziel dieser Studie war es, das Tu anhand von Frontalschnitten, die mit dem CD15-Antikorper
behandelt waren, zu segmentieren, es gegeniiber den Nachbarschaftsstrukturen abzugrenzen
und dreidimensional zu rekonstruieren. Aufgrund des deutlicheren Laminationsmusters beim
Makrosmatiker bot sich fiir diese Studie das Gehirn des Hundes an.

Die aus dem CDI15-Bild gewonnen Befunde wurden mit Ergebnissen anderer Studien

verglichen und sollten eine alternative Gliederung des Tu anbieten.



3. Material und Methode

3.1. Material

Die Untersuchung wurde am Gehirn eines adulten Hundes durchgefiihrt. Die Hirnentnahme
erfolgte am aus anderem Grund frisch euthanasierten Tier. Das Gehirn wies keine
pathologischen Befunde auf. Bis zum Beginn der Untersuchung wurde das Gehirn in
Formalinldsung fixiert.

In der Abteilung fiir Neuroanatomie wurde das Gehirn fiir eine Woche in Bouin‘scher Losung
nachfixiert, dehydriert und in Paraffin eingebettet. Es wurden liickenlose Schnittserien mit
einer Schichtdicke von 20 um angefertigt. Es wurde die frontale Schnittebene gewahlt.

Samtliche Schnittpraparate wurden auf Glasobjekttrager aufgezogen und nummeriert.

3.2. Immunhistochemie

Im Bereich des Tuberculum olfactorium (Tu) wurde jeder zweite Schnitt mit einem
Antikdrper gegen das CDI15-Epitop immunhistochemisch behandelt. Die zur
immunhistochemischen Reaktion mit dem CD15-Marker ausgewéhlten Schnitte sind gemal3
der 4-Schritt-Peroxidase-anti-Peroxidase-Methode von Poppema et al. (1981) behandelt
worden. Die Schnitte wurden in Xylol entparaffiniert und in absteigender Alkoholreihe
hydriert. Zur Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitit wurden sie fiir 30 Minuten in
eine 3%-ige H,0,-Losung auf Methanolbasis (absolut) gelegt. Anschlieend wurde fiir 10
Minuten mit Aqua dest. und danach mit PBS-Puffer (pH 7,4) gespiilt. Dann wurde fiir 30
Minuten mit nicht immunem Schweineserum (Dakopatts, Kopenhagen, Code X901) in der
Verdiinnung 1:100 in PBS und 1%-igem Rinderserum-Albumin (Sigma) sowie 1%-igem
Triton (=PBSTA) vorinkubiert.

Nach 15-miniitiger Spiillung in PBS-Puffer erfolgte eine 18-20-stiindige Inkubation mit
primdrem Maus-Antikérper (Hybridoma IgM, clone: MMA) gegen CDI15 in einer
Verdiinnung von 1:10 in PBSTA. Nach erneuter 15-miniitiger Spiilung mit PBS-Puffer wurde
mit Kaninchen-anti-Maus-1gG (Dakopatts, Kopenhagen, Code Z259/ Verdiinnung 1:100 in
PBSTA) als erstem Briickenantikorper fiir eine Stunde inkubiert, wieder fiir 15 Minuten in
PBS-Puffer gespiilt und mit Schwein-anti-Kaninchen-IgG (Dakopatts, Kopenhagen, Code
7196/Verdinnung 1:50 in PBSTA) als zweitem Briickenantikorper fiir die Dauer von 1
Stunde inkubiert.
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Im Anschluss an die erneute Spiilung in PBS fiir 15 Minuten wurde ein 16slicher Peroxidase-
Kaninchen-anti-Peroxidase-Komplex (Dakopatts, Kopenhagen, Code Z113/Verdiinnung
1:100 in PBSTA) als Markierungsreagenz verwendet und abermals fiir 15 Minuten in PBS-
Puffer gespiilt. Es erfolgte eine Inkubation mit 3,3‘-Diaminobenzidin als Chromogen (Ansatz:
120 mg DAB + 200 ml PBS + 50 ul 30%-iger H,O,-Losung). Nach Spiilung der Schnitte mit
Aqua dest. wurden sie mit einer aufsteigenden Alkoholreihe, Xylol und DePex behandelt.
Einige Priparate wurden zum Vergleich mit anderen Antikdrpern behandelt (siehe Tab. 1).

Alle immunhistochemischen Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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Antikorper Herkunft Spezies Verdiinnung

Calbindin (CAB) Swant, Schweiz rb-pc 1:5000

CD15 Hybridoma, IgM, clone: MMA ms-mc 1:100

Enkephalin (ENK) C. Cuello, Oxford, UK rb-pc 1:200
(Montreal, Canada)

Glial fibrillary acidid DAKO, Danemark rb-pc 1:2000

protein (GFAP)

Myelin basic protein DAKO, Danemark rb-pc 1:250

(MBP)

Neurofilament Boehringer, Mannheim, rb-pc 1:2000
Deutschland

Neurophysin I & 11 M. Sofroniew, Oxford, UK rb-pc 1:300

(NPH) (Los Angeles, USA)

Neuropeptid-Y Phoenix, Belmont, USA rb-pc 1:7500

(NP-Y)

Neurotensin (NT) W.J. Metz, Heidelberg, rb-pc 1:500
Deutschland

Synaptophysin Boehringer, Mannheim, ms-mc 1:100
Deutschland

Tyrosin-Hydroxylase Zymed, San Francisco, USA ms-mc 1:5000

(TOH)

Vasointestinales T.J. Gorcs, Budapest, Ungarn rb-pc 1:500

Polypeptid (VIP)

Vasopressin (VP) M. Sofroniew, Oxford, UK rb-pc 1:300

(Los Angeles, USA)

Tab. 1: Verwendete Antikorper mit Herkunft, Spezies und Verdiinnung.

In der Spalte ,,Spezies* wird zwischen Kaninchen-polyklonal (rb-pc) und Maus-

monoklonal (ms-mc) unterschieden.
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3.3. Beschreibung des Materials

Durch Fixierung, Einbettung und Montage, sowie durch die immunhistochemische
Behandlung entstehen Artefakte wie z.B. Zerrungen und Stauchungen, die bei der Analyse
des Materials zu beachten sind.

Die Schrumpfung des Gehirns nach der Einbettung in Paraplast plus betragt ca. 50 %. Dieser
Wert ist konstant.

Fir die morphologisch-histochemischen Untersuchungen und die dreidimensionale
Rekonstruktion bedeutet die Schrumpfung keine Einschrinkung, da die Anfertigung von
Schnittserien mit hoher Schnittzahl und geringer Distanzen zwischen den immungefarbten

Préparaten die Gefahr der Fehlinterpretation reduzieren konnte.

3.4. Lagebeziehungen

In der vorliegenden Arbeit wurden die Lagebeziehungen und Ebenen in der folgenden Form
verwendet: Die Medianebene ist eine Vertikale, die durch die Mitte des Gehirns verlauft und
es in die beiden Hemisphédren unterteilt. Sie stellt die Symmetrieebene des Gehirns dar. Die
Sagittalebene verlduft parallel zur Medianebene. Die Horizontalebene steht senkrecht zur
Medianebene. Die Frontalebene steht senkrecht auf der Horizontalebene und der
Medianebene. Die Begriffe ventral und dorsal bzw. medial und lateral beziehen sich auf die
relative Lage in der Frontalebene. Die Begriftfe anterior und posterior beziehen sich auf die

relative Lage in der Sagittal- und in der Horizontalebene.

3.5. Fotografieren der Schnitte

Von allen immunhistochemisch behandelten Schnitten wurden fotografische Vergréf3erungen,
im folgenden als Lumogramme bezeichnet, angefertigt. Diese umfassten einen Ausschnitt,
welcher den baso-medialen Ausschnitt der rechten Hemisphdre umfasst (sieche Abb. 1).
Hierfiir wurden die Prdparate in die Filmebene des Fotografiergerdtes gelegt und das
Fotopapier belichtet.

Der VergroBerungsfaktor betrug 17,5. Es handelt sich hierbei um Schwarz-weif3-Bilder. Von

den Schnitten mit Gegenfarbung wurden ebenfalls Lumogramme angefertigt.
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Alle Lumogramme wurden entsprechend der Position des Schnitts in der Schnittserie mit
einer Schnittnummer versehen, die unten links abgebildet ist. Der Bereich des Tu umfasste die
Schnitte 1012 bis 1343. Das Lumogramm mit der Schnittnummer 1365 stellte das Zentrum
der vorderen Kommissur (ac) dar.

Die Abstinde zwischen den selektierten immunbehandelten Gehirnschnitten, die fotografiert
und spiter in Adobe Illustrator bearbeitet wurden, lagen abgesehen von wenigen Ausnahmen

bei 40 um.

Abb. 1 Eingescanntes Lumogramm des Schnitts 1066
(x 8,2; MaBstab: 0,5 mm).

Der weiBe Kreis stellt die immunreaktive Zone

im Bereich des Tu dar.

3.6. Segmentierung und Orientierungshilfe durch zeichnerische Abgrenzung

Die makroskopische Auswertung der immunhistochemisch behandelten Schnitte wurde
zundchst mit Hilfe von Rekonstruktionszeichnungen auf Transparentpapier durchgefiihrt.
Hierfiir wurden die pialen und ventrikuldren Oberflichen, sowie die Begrenzungen des
ventralen Striatum (VStr), des Tu, des piriformen Kortex (Pir), der Insula (Ins) und des
Claustrum (Cl) zeichnerisch abgegrenzt.

Die Abgrenzung der o.g. Strukturen erfolgte visuell aufgrund von strukturellen und
immunhistochemischen Kontrasten. Immunreaktive Bereiche erscheinen auf den

Lumogrammen hell, wohingegen Bereiche ohne Immunreaktivitdt (IR) dunkel erscheinen
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(siche Abb. 1 und Abb. 2a). Intensitits- bzw. Helligkeitsunterschiede zwischen den
Lumogrammen mussten beriicksichtigt werden und erschwerten die visuelle Bestimmung.

In die Umrisszeichnungen wurden wichtige morphologische Details iibertragen und farbig
kodiert. Die unterschiedlichen Farbwerte fiir die zeichnerisch abgegrenzten Strukturen waren
Vorlage fiir die spitere Arbeit in Adobe Illustrator sowie in der dreidimensionalen
Rekonstruktion in Amira. Die Segmentierung des Tu erfolgte ebenfalls visuell. Im CD15-Bild
stellt sich das immunreaktive Material in sehr charakteristischen, reiterierenden Mustern dar.
Diese wurden in dieser Arbeit als glockenformige Elemente beschrieben und zueinander
abgegrenzt (siche Abb. 2a und 2b). Die glockenformigen Bereiche, welche die Segmente des
Tu darstellen, werden im folgenden als Insulae terminales olfactoriae (ITO) bezeichnet.

Jeder glockentférmige Bereich erhielt einen Farbwert. Um die Orientierung zu erleichtern,
erhielten die Segmente eine Kennzeichnung, die unter der Umrisszeichnung zu lesen ist.

Bei jedem Segment konnten wiederum drei visuell bestimmte Anteile zeichnerisch abgegrenzt
werden. Ein heller, immunreaktiver, oberer Anteil in Form einer Kappe, ein mittleres, kaum
immunreaktives, dunkles Zellband, sowie ein heller, immunreaktiver, subpialer Anteil als
Basis (sieche Abb. 2a und 2b).

Spaltungen von Segmenten des Tu und Fusionen zwischen zwei glockenférmigen Segmenten
wurden zunédchst mit neuen Farbwerten gekennzeichnet und protokolliert.

Vor der Anfertigung der Schnitte waren keine internen Orientierungsmarker angebracht
worden; es waren auch keine en-face-Aufnahmen des Paraffin-Blocks angefertigt worden. Es
mussten daher Anstrengungen unternommen werden, die Schnitte trotz einzelner Artefakte
(siehe 3.3.) exakt aufeinander anzupassen. Jede neue Zeichnung wurde auf Transparentpapier
exakt auf die vorhergehende Folie angepasst, wobei strukturelle Landmarken (z.B. Gefélle
und piale Oberflache) mit in die Zeichnung ibernommen wurden.

Aufgrund der hohen Schnittzahl und vor allem des geringen Schnittabstandes war es moglich,
die umzeichneten Strukturen in Ausdehnung und Verlauf sukzessiv in ihrer Kontinuitit

verfolgen zu konnen.
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Abb. 2a Eingescanntes Lumogramm des Schnitts 1098
(x 9; MafB3stab: 0,5 mm).
Der weille Pfeil markiert ein Artefakt. Immunreaktive
Bereiche erscheinen hell. Durch Unterschiede in
Morphologie, Helligkeit und Kontrast wurden die
Begrenzungen der abgebildeten Strukturen auf

Transparentpapier nachgezeichnet (siche Abb. 2b).
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Abb. 2b Eingescanntes Transparentpapier mit umzeichneten

Begrenzungen vom Lumogramm 1098. Die pialen und
ventrikuldren Oberfldchen, sowie die Begrenzungen des
VStr, der ITOs, des Pir, der Ins und des Cl wurden
zeichnerisch abgegrenzt. Im Bereich des Tu wurden
glockenformige Areale als eigenstindige Segmente
farbig kodiert und mit einer Kennzeichnung versehen.

Erstmals erscheinende Segmente wurden mit einem Pfeil
versehen, der auch den Ursprung des neuen Segments
angibt. Die farbige Kodierung wurde im Verlauf der
Arbeit verdndert, so dass jedes Segment einen eigenen
Farbwert erhielt. Die Kennzeichnung diente der

Orientierung bei der weiteren Arbeit.
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3.7. Software und Anwendung

3.7.1. Scannen

Fiir die weitere Bearbeitung wurden die Lumogramme im Mafstab 1:1 eingescannt und
als Grauwert-Bilder im jpeg-Format mit einer Auflosung von 150 dpi gespeichert.

Danach wurden die Bilder aussortiert, die bei der weiteren Bearbeitung und der
dreidimensionalen Rekonstruktion nicht verwendet wurden. Dabei handelte es sich um
die Abbildungen, bei denen Gegenfiarbungen angewendet wurden. Diese Bilder dienten

allerdings weiterhin als Orientierungshilfe.

3.7.2. Ausrichten und Tonwertangleichung der eingescannten Fotos in Adobe

Photoshop 7.0 (© 1990-2002 Adobe Systems Incorporated)

Im Programm Adobe Photoshop mussten die eingescannten Bilder nochmals exakt
aufeinander angepasst werden, um die spitere dreidimensionale Rekonstruktion zu
ermoOglichen. Um die Grofle einer Datei klein zu halten, wurden je zehn bearbeitete
Einzelbilder in einem Bild-Datensatz abgespeichert. Hierfiir wurden in einer Datei zehn
Ebenen geschaffen, die entsprechend der Schnittnummern gekennzeichnet waren. In jede
Ebene wurde das korrespondierende eingescannte Bild kopiert. Um die Anpassung der
Folgeschnitte zu kontrollieren, wurde iiber die Ebenenfunktion die Deckkraft reduziert
(siehe Abb. 3).

Die Auflagerung der Bilder erfolgte iiber die Funktion ,(freies transformieren” bzw.
,Objekt drehen®. Da dieser Arbeitsschritt manuell erfolgte, musste eine hohe visuelle
Ubereinstimmung zwischen den eingefiigten Bildern gegeben sein, was mit Hilfe der
Zoom-Funktion realisiert werden konnte. Dabei waren strukturelle Begrenzungen von
Arealen, die sich durch Hell-Dunkel-Unterschiede von ihrer Umgebung abgrenzten
(insbesondere VStr und Tu), sowie der Verlauf der pialen Oberfliche eine Hilfe bei der
Ausrichtung der Bilder.

Die Kontrastverhiltnisse der Bilder wurden iiber den Befehl ,, Tonwertkorrektur* visuell
angepasst, wodurch der Vergleich der zerebralen Strukturen zwischen den verschiedenen
Schnitten erleichtert werden konnte. Es konnte allerdings kein konstanter Grauwert

innerhalb der Bildserie eingestellt werden.
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Abb. 3 Screenshot von der Arbeitsfliche des Programms Adobe Photoshop. Links
befindet sich die Werkzeug-Leiste, rechts unten ist das Ebenenfenster zu
sehen, iiber das die Bilder markiert wurden, um sie anschlieBend zu
bearbeiten. Zu sehen sind zwei Tlbereinanderliegende Bilder nach
transparenter Auflagerung, wobei fiir das dariiberliegende Bild eine Deckkraft

von 45% eingestellt war.
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3.7.3. Makroskopische Auswertung der Schnittpriparate bzw. der Lumogramme
durch Segmentierung in Adobe Illustrator Artwork 10.0 (© 1987-2001

Adobe Systems Incorporated)

Die in Adobe Photoshop einander aufgelagerten Ausschnitte der zuvor eingescannten
Lumogramme wurden in Adobe Illustrator weiter verwendet, um eine zeichnerische
Segmentierung der interessierenden zerebralen Strukturen vorzunehmen, insbesondere
von VStr, Tu und pialer Oberfldche. Die Segmentierung der zerebralen Strukturen durch
zeichnerisches Abgrenzen auf Transparentpapier diente hierbei als wichtige
Orientierungshilfe. Die Bestimmung der Begrenzung der Strukturen erfolgte wie zuvor
unter 3.6. beschrieben visuell aufgrund von Helligkeitsunterschieden. Intensitéts- bzw.
Helligkeitsunterschiede =~ zwischen den  Lumogrammen  wurden {lber die
Tonwertangleichung in Adobe Photoshop reduziert.

In die Umrisszeichnungen wurden wichtige morphologische Details {ibertragen und
farbig kodiert. Die Deckkraft der Umrisszeichnungen wurde reduziert, damit stets der
eingescannte Ausschnitt aus dem Lumogramm zu sehen war (siche Abb. 4a). Auch hier
musste eine hohe visuelle Ubereinstimmung gegeben sein, was mit Hilfe der Zoom-
Funktion realisiert werden konnte.

Die Segmentierung des Tu erfolgte erneut visuell, indem glockenférmige Bereiche des
Tu, wie unter 3.6. beschrieben, zueinander abgegrenzt wurden. Jeder glockenformige
Bereich erhielt seinen eigenen Farbwert. Durch die zugewiesenen Farbwerte konnten die
segmentierten Strukturen eindeutig bestimmt und iiber die Schnittserie verfolgt werden.
Neben dem Farbwert erhielt jede nachgezeichnete zerebrale Struktur eine
Kennzeichnung. Die Kennzeichnung der oberen immunreaktiven Kappe enthielt folgende
Angaben: Schnittnummer + Strukturcode in Form von Buchstaben- und
Zahlenkombination + relative Lage, d.h. in diesem Fall ,,oben*. Die Kennzeichnung des
unteren Bereichs eines Segments des Tu wurde entsprechend durchgefiihrt. Das mittlere
Zellband wurde nicht separat nachgezeichnet, es resultierte als Spaltraum zwischen
oberer und unterer nachgezeichneter Struktur (siche Abb. 4b).

Spaltungen von Segmenten des Tu wund Verschmelzungen zwischen zwei
glockenformigen Segmenten wurden mit neuen Farbwerten und neuer Kennzeichnung

protokolliert.
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Insgesamt wurden 110 Abbildungen ausgewertet. Alle 110 Ebenen mit den
nachgezeichneten zerebralen Strukturen wurden bei reduzierter Deckkraft in einer Datei
abgespeichert.

Aufgrund der hohen Schnittzahl konnten die nachgezeichneten Strukturen in Ausdehnung
und Verlauf sukzessiv in ihrer Kontinuitét verfolgt werden.

Die Anfertigung von 110 tiff-Bilddateien, die Vorlage fiir die dreidimensionale
Rekonstruktion in Amira waren, erfolgte, indem die nachgezeichneten zerebralen
Strukturen einer Ebene exportiert und im tiff-Format bei einer Auflosung von 150 dpi bei
8 bit gespeichert wurden (siche Abb. 4c). Alle tiff-Bilder wurden danach im Programm
Adobe Photoshop fiir den Import in Amira vorbereitet, indem die RGB-Farbpalette in die
Mac Os-Farbpalette gedandert wurde.

Alle 110 tift-Bilder wurden anschlieBend in das Programm Amira importiert und fiir die
dreidimensionale Rekonstruktion verwendet. Die einzelnen Schritte werden weiter unten

beschrieben.
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Abb. 4a Screenshot von der Arbeitsfliche des Programms Adobe Illustrator.
Links befindet sich die Werkzeug-Leiste. Rechts unten ist das
Ebenenfenster zu sehen, iiber das die Bilder markiert wurden, um sie
anschlieend zu bearbeiten. Zu sehen ist ein eingescanntes Lumogramm
mit transparenten, nachgezeichneten Begrenzungen von pialer

Oberflache, VStr und segmentiertem Tu bzw. der ITOs.
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Abb. 4b Screenshot von der Arbeitsflache des Programms Adobe Illustrator.

Das bearbeitete Lumogramm ist ausgeblendet.
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Abb. 4¢ Tiff-Bild, das auf Basis des Schnitts bzw. des Lumogramms Nr. 1176
erstellt wurde. Man erkennt neun farbig kodierte Segmente des Tu, sowie
eine benachbarte graue Flache, die als ventrales striatales Feld (VStrF)
folgende Strukturen umfasst: Capsula interna (ic), Commissura anterior
(ac), Globus pallidus (GP), Insula Calleja (ICjM), Nucleus accumbens
(Acb), Nucleus caudatus (Cd), Putamen (Put), Substriatale Inseln (SStr).
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3.7.4. Bildanpassung in Paint Shop Pro 4.12 Shareware (© 1991-1996 JASC)

Lumogramme waren nur bis zur Schnittnummer 1206 angefertigt worden. Diese Serie
musste um weitere zwanzig Frontalschnitte ergdnzt werden. Diese Schnitte wurden mit
einer Auflosung von 1200 dpi bei 24 bit direkt eingescannt. Der Abstand zwischen den
eingescannten Schnitten betrug 100 wum. Die Schnittdicke war konstant 20 um.

Um die Aufnahmen den eingescannten und in Adobe Photoshop ausgerichteten Bildern
optisch anzugleichen, erfolgte im Programm Paint Shop Pro eine Farbumkehr und eine
Schwarz-Weil-Darstellung iiber die Befehle ,,Negative Image* und ,,Grey Scale* (siehe
Abb. 5a und 5b).

Abb. 5b Bild nach Farbanpassung in Paint Shop Pro
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Uber das Feld ,,Skalierung” wurde der in Paint Shop Pro bearbeitete Ausschnitt in
Illustrator den bereits bearbeiteten Bilder angepasst, indem eine 4,5fache Vergrof3erung
visuell bestimmt wurde. Da dieser Arbeitsschritt manuell erfolgte, musste eine hohe
visuelle Ubereinstimmung gegeben sein, was mit Hilfe der Zoom-Funktion realisiert
werden konnte. Dabei waren strukturelle Begrenzungen von Arealen, die sich durch Hell-
Dunkel-Unterschiede von ihrer Umgebung abgrenzten (insbesondere VStr und Tu), sowie
der Verlauf der pialen Oberfliche eine Hilfe bei der Ausrichtung der Bilder und der

Bestimmung des Vergroferungsfaktors.

3.7.5. Dreidimensionale Rekonstruktion in Amira (© 1995-2000 Konrad-Zuse-
Zentrum Berlin (ZIB), © 1999-2000 Indeed — Visual Consepts GmbH, ©
1999-2000 TGS-Template Graphics Software, Inc.)

Die dreidimensionale Rekonstruktion der umzeichneten zerebralen Strukturen erfolgte
mit dem Programm Amira.

Die wichtigsten Komponenten von Amira waren Module und Datenobjekte, die
untereinander verkniipft werden konnten. Die Module entsprachen Rechenoperationen,
welche auf die Datenobjekte angewendet wurden.

Bei den Datenobjekten handelte es sich um die 110 importierten tiff-Bilddateien, die iiber
die Modulausfithrung modifiziert wurden, um die dreidimensionale Rekonstruktion der
segmentierten zerebralen Strukturen zu realisieren. Dafiir wurden die folgenden Schritte
angewendet: Zundchst wurde die Bounding-Box generiert, ein dreidimensionaler
rechteckiger Raum, in dem die rekonstruierten zerebralen Strukturen liegen sollten. Die
110 importierten Bilder im tiff-Format wurden automatisch in der Bounding-Box
angeordnet und konnten {iber den Befehl ,,Ortho Slice* in allen drei Ebenen dargestellt
werden.

Im Image Segmentation Editor, einem Teil des Moduls ,,Label Voxel®“, wurden den
unterschiedlichen Farbwerten der tiff-Bilder Segmente zugeordnet. AnschlieBend lagen
»Label fields* vor, welche die Flichen und Begrenzungen der jeweiligen zerebralen
Strukturen auf den 110 tiff-Bildern darstellten. Alle zerebralen Strukturen mit demselben
Farbwert konnten in allen 110 Schichten einander zugeordnet werden. Dazu wurden die
Farbflichen der einzelnen Segmente nacheinander ausgewihlt. Uber die Option ,,3D*
konnten alle davor und dahinter liegenden Segmente desselben Farbwerts automatisch

markiert und einer Struktur zugeteilt werden. Die Toleranz bei der automatischen
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Auswahl wurde niedrig gehalten, damit keine Probleme hinsichtlich der
Strukturzuweisung auftreten konnten.

Jeder Struktur musste fiir die spétere dreidimensionale Rekonstruktion erneut eine Farbe
zugeteilt werden, da die Farbwerte von den importierten tiff-Bildern nicht automatisch
iibernommen werden konnten. Daher gibt es eine geringe Abweichung zwischen den
Farbwerten der Segmente auf den importierten tiff-Bildern und den Farbwerten der
Oberfliache der entsprechenden generierten dreidimensionalen Segmente.

Uber das Modul Resample wurde die Aufldsung der hintereinander liegenden,
automatisch sortierten Schichten reduziert, da ohne diesen Schritt die spétere
dreidimensionale Rekonstruktion den Arbeitsspeicher des verwendeten Computers
iiberlasten und ein stabiles Bearbeiten der generierten Strukturen nicht ermdglichen
wiirde. Das Resultat war eine homogenere Oberfliche auf Kosten eines geringen
Detailverlustes.

Das Modul ,,Generalized Marching Cubes* kreierte aus den erhaltenen Daten ein
Polygonmodell, das iiber ,,Surface View* betrachtet werden konnte. Die Aussenhiille, die
aus den Begrenzungen der zuvor markierten Segmente resultierte, wurde in kleine

Dreiecke aufgeteilt (siche Abb. 6a).
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AnschlieBend wurde tliber die Aktion ,,Simplify* die Anzahl der Flachen und Punkte der
generierten dreidimensionalen Strukturen reduziert, um den Arbeitsspeicher der
Hardware weiter zu entlasten, damit die dreidimensionalen Modelle in allen
Raumrichtungen drehbar und von allen Seiten zu betrachten waren. Die Auflosung der
hintereinander sortierten Schichten wurde bei dieser Prozedur nicht weiter verdndert.

Mit dem Modul ,,Smooth Surface* konnte die Oberfldche der dreidimensionalen Struktur
geglattet werden, wobei die Anzahl der Wiederholungen (Iterationen) frei gewahlt
werden konnte. Die Anzahl der Punkte und Fliachen einer zerebralen Struktur blieb auch
nach Glattung der Oberflache konstant.

Nach Generierung der dreidimensionalen Struktur innerhalb der Bounding-Box konnte

diese in den drei Raumebenen frei wiahlbar weiter analysiert werden (siche Abb. 6b).
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Abb. 6b In der linken Bildhilfte erkennt man die von der Bounding-Box begrenzte

dreidimensionale Anordnung der 110 Schnitte und die Rekonstruktion der

einzelnen Segmente des Tu sowie des VStrF (grau kodiert, Ansicht von

vorne). Die gewiinschte Perspektive kann frei in x-, y- und z-Richtung

selektiert werden. Uber die Rdder an den Réindern kann ein- und

ausgezoomt werden. In der rechten

Bildhilfte sind die einzelnen

Bearbeitungsschritte in chronologischer Reihenfolge dargestellt. Im Fenster

unten rechts wird ein Protokoll {iber alle Arbeitsschritte gefiihrt.
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3.8. Morphometrische Untersuchungen an den segmentierten zerebralen Strukturen

3.8.1. Manuelle Berechnungen

Der am Mikroskop bestimmte VergroBerungsfaktor zwischen den Schnitten auf dem
Glasobjekttrager und den Lumogrammen betrigt 17,5.

Die antero-posteriore Ausdehnung des CDI15-immunreaktiven Tu wurde durch
Multiplikation der Schichtdicke von 20 pm mit der Anzahl der Schichten bestimmt, auf
denen das Tu umzeichnet werden konnte. Der Bereich des Tu umfasste die Schnitte 1012
bis 1343. Das Lumogramm mit der Schnittnummer 1365 stellte das Zentrum der vorderen
Kommissur (ac) dar. Die Ergebnisse sind unter 4.3.1. zusammengefasst.

Die morphometrischen Untersuchungen beriicksichtigen nicht den Schrumpfungsfaktor
von ca. 50%. Daher beziehen sich die Werte der linearen Ausdehnung auf die in Paraffin

eingebetteten Schnitte.

3.8.2. Automatische Berechnungen mit Hilfe der Amira Software

Das unter 3.7.5. beschriebene Polygonmodell jeder generierten dreidimensionalen
zerebralen Struktur besteht aus Flichen und Punkten. Uber das Modul
»CalcAreaVolume® konnte die Oberfliche und das Volumen jeder dreidimensionalen
Struktur berechnet werden.

Die Abhéngigkeit der Oberflichenwerte und Volumina von der Anzahl der
durchgefiihrten Glattungen wird unter 4.3.2. beschrieben.
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4. Resultate

4.1. CD15-Expression und Segmentierung des Tuberculum olfactorium

Unter den verschiedenen Antikorpern, welche fiir die chemoarchitektonische Analyse des
Tuberculum olfactorium (Tu) des erwachsenen Hundes zum Einsatz kamen (siche Tab. 1),
zeigte der Antikorper gegen das CD15-Epitop die informativsten Befunde.

Striatum, striatale Zellgruppen und damit assoziierte Zell-Ensembles, sog. Taschen, stellten
sich mit sehr hoher Intensitdt und deutlichem Kontrast gegentiber der Umgebung dar. Dies bot
die Gelegenheit, die immunreaktiven Areale des Tu dreidimensional zu rekonstruieren.
Angesichts des schnell wechselnden Strukturbildes war die Voraussetzung hierfiir eine hohe
Schnittdichte. Daher wurde im Bereich des Tu mindestens jeder zweite Schnitt mit dem
Antikorper gegen CD15 behandelt. Die Zwischenschnitte wurden zum Nachweis anderer
Antigene verwendet. Dies geschah nicht in systematischer Reihenfolge, sondern gezielt zum
Nachweis bestimmter Strukturen, um die Interpretation zu erleichtern.

Die folgende Beschreibung bezieht sich daher auf die Expression des CD15-Epitops. Nur in
Einzelfillen werden Beschreibungen des Reaktionsmusters nach Einsatz anderer Antikorper

vorgenommen.

4.1.1. Makroskopische und mikroskopische Auswertung der Schnittpriparate bzw.

der Lumogramme

Fiir die folgende Beschreibung der CDI5-immunreaktiven Strukturen im Tu wurden
jeweils 16 reprasentative Schnitte bzw. Lumogramme zusammengefasst. Verwendet
wurden die Lumogramme mit den Schnitthnummern 1014, 1034, 1058, 1078, 1098, 1118,
1136, 1158, 1178, 1198, 1218, 1238, 1258, 1278, 1298 und 1318. Die Abstinde zwischen
den selektierten immunbehandelten Schnitten lagen abgesehen von wenigen Ausnahmen
bei 400 um, so dass die zu untersuchenden zerebralen Strukturen in ihrer Kontinuitit
verfolgt werden konnten.

Die Abstinde der verwendeten Lumogramme zum Zentrum (Schnittnummer 1365) der
vorderen Kommissur (ac) liefen sich anhand der Schnittnummer unter Berticksichtigung
der Schnittdicke berechnen. Die morphometrischen Untersuchungen beriicksichtigen
nicht den Schrumpfungsfaktor von ca. 50%. Daher beziehen sich die ermittelten Werte

auf die in Paraffin eingebetteten Schnitte.
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Gemessen vom Zentrum der ac lief3 sich im Abstand von 7,06 mm nach rostral erstmals
ein immunreaktives Areal im Gebiet des Tu umzeichnen. Immunreaktive Bereiche
erscheinen auf den Lumogrammen hell, wohingegen Bereiche ohne Immunreaktivitit
(IR) dunkel erscheinen. Die Intensitdtsunterschiede der IR zwischen den einzelnen
zerebralen Strukturen wurde visuell abgeschétzt. Es wurde eine negative, eine schwache,
eine mittelstarke und eine starke CD15-IR unterschieden. Beziiglich des Musters der IR
wurde zwischen einem homogenen und heterogenen CDI15-Verteilungsmusters
differenziert. Material mit CD15-positiver Granula wurde als punktiform beschrieben.
Die stark idealisierte Begrenzung der interessierenden Strukturen erfolgte aufgrund von
morphologischen und immunhistochemischen Kontrasten. Beriicksichtigt wurden:
Commissura anterior (ac), Capsula externa (ec), Capsula extrema (ex), Capsula interna
(ic), Claustrum (Cl), Ependym (EpL), Globus pallidus (GP), Insula (Ins), Insula Calleja
Magna (ICjM), Insula terminalis olfactoria (ITO), Lateraler Ventrikel (LV), medio-
frontaler Kortex (MFr), Nucleus accumbens (Acb), Nucleus caudatus (Cd), piriformer
Kortex (Pir), Putamen (Pu), Septalregion (SA), Substriatale Inseln (SStr), Tractus
diagonalis (db), Tractus olfactorius lateralis (lo), Tuberculum olfactorium (Tu) und
ventrales Striatum (VStr).

Da auf interne Orientierungsmarker verzichtet wurde (siehe 3.6.), dienten die
umzeichneten o.g. Strukturen als wichtige Landmarken.

Die zerebralen Strukturen wurden beschriftet und farbig kodiert, um sie in ihrer
Kontinuitit verfolgen zu koénnen. Der Begriff Insulae terminales olfactoriae (ITO)
bezeichnet Cluster von Kdrnerzellen innerhalb des Tu. Die Bezeichnung von Clustern in
anderen Regionen des basalen Vorderhirns erfolgt entsprechend der Terminologie von
Hartz-Schiitt und Mai (1991). Die Nummerierung der ITOs entspricht der Reihenfolge
der erstmaligen CD15-Expression im Bereich der Segmente des immunreaktiven Tu von
anterior nach posterior.

Innerhalb der ITOs werden jeweils drei Schichten unterschieden (siehe 3.6.): eine pianahe
Basis in der Lamina I (molekulare Schicht), ein mittleres Zellband im Bereich der
Lamina II (Pyramidenzellschicht) und eine Kappe im Bereich der Lamina III (multiforme
Schicht).

Die 16 repréasentativen Lumogramme werden mit den entsprechenden Umzeichnungen
auf den folgenden Seiten in Form eines Atlasses dargestellt. Die mm-Angabe in der
unteren Ecke der abgebildeten Lumogramme gibt den Abstand zum Zentrum der ac

wieder.

32



4.1.1.1. Schnitt 1014
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Abb. 7a Lumogramm des Schnitts 1014 (x14, MaBstab:
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Abb. 7b Umzeichnung des Schnitts 1014 (x14, Mafstab
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Die Schnittebene 1014 zeigt das vordere, immunreaktive Ende des Tu der rechten
Hemisphire. Der Abstand zum Zentrum der ac betrdgt 7,02 mm.

Auf dieser Schnittebene liegen zwei einander anliegende Segmente des Tu (ITO1
und ITO2), wie der Abb. 7b zu entnehmen ist.

In einem Abstand von ungefdhr einem Millimeter von der pialen Oberfldche ist das
den ITOs zugeordnete immunreaktive Areal zu erkennen. Ventral liegt die
halbmondférmige Basis der ITOs, die durch eine mittelstarke CD15-Expression
besticht und sich scharf von der Umgebung abgrenzt. Das Expressionsmuster der
Basis ist heterogen. Die Intensitdt der IR nimmt nach ventral ab, so dass sich die
Basis aus zwei voneinander scharf begrenzten Anteilen zusammensetzt.

Die dorsale Kappe der ITOs wird durch ein CDI15-negatives Zellband, das den
mittleren Anteil der ITOs darstellt, von der Basis separiert. Dieses Zellband
entspricht der Pyramidenzellschicht.

Die Struktur der dorsalen Kappe imponiert durch eine mittelstarke CD15-Expression,
wodurch eine deutliche Abgrenzung von der Umgebung ermdglicht wird. Das
homogene Bild der CDI15-positiven Kappe wird durch eine CDI15-negative bis
CD15-schwache Aussparung unterbrochen.

Lateral des immunreaktiven Tu liegt der Pir, dessen Expressionsmuster eine
Schichtung zu erkennen gibt. Zwischen Pir und pialer Oberfliche ist der lo
angeschnitten, welcher durch ein Areal negativer CD15-IR besticht. Dorsal des lo
liegt ein relativ breites Areal schwacher IR, das eine Synapsenzone zwischen lo und
der schmalen, mittelstark CD15-positiven Molekularschicht des Pir darstellt. Das
Pyramidenzellband besitzt kein immunreaktives Material. Die infrapyramidale,
multiforme Schicht besticht durch eine schwache CD15-IR.

Die IR des Pir nimmt nach lateral graduell ab. Pir und ITOs werden durch ein Gebiet
ohne IR voneinander separiert.

Der Acb ist durch eine hohe, homogene CD15-IR charakterisiert und kann gegeniiber
den ITOs scharf abgegrenzt werden. Die supratuberkuldre Zone, die dem Bereich
zwischen Acb und Tu entspricht, ist auf dieser Schnittebene relativ breit.

Cd und Pu werden durch die ic voneinander getrennt. Das schwach bis mittelstark
CD15-positive Material des Cd zeichnet sich durch ein heterogen verteiltes,
feingranuliertes, punktiformes Material aus. Fingerformige, stirker immunreaktive
Areale wechseln sich mit CD15-schwicheren Gebieten ab, was eine Patch-Matrix-

Felderung hervorruft.
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Im Gebiet des Pu herrscht eine stark immunreaktive, punktiforme
Neuropilmarkierung ohne Patch-Matrix-Strukturierung vor. Die ic stellt sich als
aufgelockertes Gefiige dar und geht flieBend in Cd und Pu tiber.

Zwischen Pu und Acb ist die ac angeschnitten, die sich wie die ic durch eine
fehlende IR auszeichnet. Die ac steht auf dieser Schnittebene in keiner direkten
Beziehung zum immunreaktiven Tu.

Die CD15-IR der Ins nimmt nach ventral graduell ab. Ein Gebiet starker IR wird von
einem Bereich schwacher bis mittelstarker IR scharf abgegrenzt.

Das Cl besticht durch eine schwache CD15-Expression.

Im MFr lassen sich Schichten unterschiedlicher IR zueinander scharf abgrenzen.

Das EpL zeichnet sich durch einen stark immunreaktiven Saum aus.
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4.1.1.2. Schnitt 1034

ac > 6,62.mm - Aoy

-

Abb. 8a Lumogramm des Schnitts 1034 (x14, Mal3stab: 0,5 mm)

—

Abb. 8b Umzeichnung des Schnitts 1034 (x14, Maf3stab: 0,5 mm)
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Die Schnittebene 1034 liegt 6,62 mm vor dem Zentrum der ac.

Auf dieser Schnittebene konnen dem Tu zwei unterschiedlich grofle, voneinander
separierte Areale dhnlicher IR zugerechnet werden, die sich, wie aus der farbigen
Kodierung in Abb. 8b zu entnehmen ist, in vier ITOs aufteilen lassen: Weiter medial
gelegen imponiert ein stark CD15-positives Material mit scharf begrenztem, ovalen
Umriss, welches drei Segmenten des Tu angerechnet werden kann. Dem Pir
angendhert liegt ein CD15-positives Areal, welches sich nach Farbkodierung in zwei
Segmente des Tu aufteilt. Beide Areale enthalten immunreaktives Matrial der ITO1.
Die ventro-dorsale Dreiteilung der ITOs ist nun deutlicher erkennbar. Das
immunreaktive Gebiet der ITOs hat sich im Vergleich zur Schnittebene 1014 nach
medial und ventral ausgedehnt.

Im Areal der Basis der ITOs gehen Bereiche starker IR in Bereiche iiber, die durch
eine mittelstarke, feingranulierte, punktiforme Neuropilmarkierung imponieren. Das
CD15-negative Zellband, welches die Kappe von der Basis separiert, wird an
wenigen Stellen von CD15-positiven Ausldufern durchzogen, so dass Basis und
Kappe miteinander in Verbindung stehen.

Das Material des Acb zeigt nun eine heterogene, punktiforme Neuropilmarkierung.
Die CD15-IR nimmt nach medial graduell ab. Eine exakte Grenzziehung zum Cd ist
nur anndherungsweise moglich. Das Areal des Acb verlagert sich zunehmend in die
ventralen Bereiche und ndhert sich dem Gebiet der ITOs.

Die Ins besticht durch ein homogenes CD15-Expressionsmuster.

Die weillen Pfeile auf Abb. 8a markieren Artefakte.
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4.1.1.3. Schnitt 1058
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Abb. 9b Umzeichnung des Schnitts 1058 (x14, Mafstab: 0,5 mm)
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Die Schnittebene 1058 fiihrt durch fiinf farbig kodierte Segmente des Tu. Der
Abstand zum Zentrum der ac betridgt 6,14 mm.

Die Areale, die in Abb. 8b dem grau markierten Segment des Tu zugerechnet
wurden, haben sich einander angenédhert und sind verschmolzen. Die stark CD15-
positiven ITOs lassen sich durch ihr Expressionsmuster scharf von ihrer Umgebung
abgrenzen und sind bis auf einen medialen Teil des ITO4 miteinander verbunden.
Das immunreaktive Areal der ITOs hat sich sowohl nach medial als auch nach lateral
ausgedehnt, steht aber nicht in direktem Kontakt zum Pir, der sich auf der
Schnittebene 1058 ventro-medial durch einen Bereich starker CD15-IR auszeichnet.
Die Basis aller ITO weist ein kontrastreiches Expressionsmuster auf. Zonen hoher IR
verschmelzen flieBend mit Bereichen einer mittelstarken, feingranulierten,
punktiformen Neuropilmarkierung. Der Abstand der Basis zur pialen Oberflédche hat
sich im Vergleich zur vorhergehenden Schnittebene reduziert. Die Kappen haben auf
dieser Schnittebene keinen geschlossenen Charakter, werden aber im Bereich der
orange und grau kodierten Segmente (ITO2 und ITOl) durch schwach CDI15-
positive Ausldufer miteinander verbunden.

Das Material des Acb Dbesticht durch eine heterogene, punktiforme
Neuropilmarkierung. Der ventrale Anteil des Acb (vAcb) zeichnet sich durch eine
starke CD15-Expression aus und kann gegeniiber dem dorsalen Teil des Acb (dAcb)
scharf abgegrenzt werden. Eine exakte Grenzziechung zum Cd ist nur
anndherungsweise moglich. Der vAcb entldsst einen zu den ITOs hin orientierten
Auslaufer.

Der weiBe Pfeil auf Abb. 9a markiert ein Artefakt.
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4.1.1.4. Schnitt 1078

£ ::,e’ .‘
ITOS ITO1 I
ac 2 5,74 mm ITO2 ITO3

Abb. 10a Lumogramm des Schnitts 1078 (x14, Maf3stab: 0,5 mm)

Abb. 10b Umzeichnung des Schnitts 1078 (x14, MaBstab: 0,5 mm)
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Die Schnittebene 1078 liegt 5,74 mm vor dem Zentrum der ac. Aus der farbigen
Kodierung in Abb. 10b wird ersichtlich, dass fiinf Segmente vorliegen, die
unmittelbar aneinander grenzen. Die mittleren drei Segmente (ITO1, ITO2 und
ITO3) sind durch eine Glockenform charakterisiert. Das Expressionsmuster erscheint
deutlich strukturiert. Die ventro-dorsale Dreiteilung ist deutlich zu erkennen. Im
Vergleich zur Schnittebene davor reicht die Ausdehnung der ITOs weiter nach
medial. Die ITOs liegen zum gréften Teil der pialen Oberfldche breitbasig auf.

Die Basis jeder ITO zeigt eine deutliche Schichtung. Direkt unterhalb des mittleren
Zellbands liegt ein Saum starker IR. In Nachbarschaft zur pialen Oberfldche besticht
die Basis durch eine mittelstarke IR. Die Abgrenzung zwischen diesen beiden
Arealen ist scharf. Die Kappe der ITOs zeigt ebenfalls eine mittelstarke CD15-IR,
allerdings liegt eine grobere Strukturierung vor als im Bereich der Basis. Das
Zellband, welches Kappe von Basis separiert, fillt nun durch eine schwache CD15-
IR auf.

Das Zellband erstreckt sich durch alle ITOs.

Lateral des Tu imponiert der Pir durch eine punktiforme Neuropilmarkierung mit
heterogenem Charakter. Der Pir kann suprapyramidal scharf vom lo abgegrenzt
werden. Infrapyramidal ist die Begrenzung des Pir unscharf und diffus. Zwischen Pir
und der lateralen ITOS liegt ein Areal negativer IR.

Der vAcb zeigt eine punktiforme Neuropilmarkierung, welche von medio-dorsal
nach ventro-lateral intensiver wird. Der vAcb wird durch eine CD15-negative Stralle
vom dAcb separiert. Das stark CD15-positive, Areal des vAcb steht auf dieser
Schnittebene erstmals in direktem Kontakt zur Kappe der ITOA4.

Die IR des MFr ist im Vergleich zur vorhergehenden Schnittebene deutlich reduziert,

so dass die Schichtung nur noch schwer zu erkennen ist.
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4.1.1.5. Schnitt 1098

ac =2 5,34 mm

Abb. 11a Lumogramm des Schnitts 1098 (x14, Mal3stab: 0,5 mm)

ITO4
ITO3 ITO8

Abb. 11b Umzeichnung des Schnitts 1098 (x14, Mafistab: 0,5 mm)
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Der Abstand der Schnittebene 1098 zum Zentrum der ac betrdgt 5,34 mm. Im Tu
sind nun sieben Segmente abzugrenzen. Die ITOs sind alle miteinander verbunden.
Das laterale, hellblau kodierte Segment (ITOS5) besitzt nicht die typische
Glockenform der iibrigen Segmente. Die Kappen der ITOs sind untereinander und
gegeniiber dem mittleren Zellband deutlich abgesetzt.

Die immunreaktiven Areale des Tu sind nach medial und lateral expandiert, so dass
das laterale, in Abb. 11b hellblau markierte Areal des Tu (ITOS) sich ndher an den
Pir anschmiegt, dessen Expressionsmuster unverindert bleibt.

Bis auf die ITOS, in der das Zellband CDI5-negativ ist, wird die
Pyramidenzellschicht von diinnen Ausldufern durchzogen, die die Basis mit der
Kappe jeder einzelnen Insel verbinden. Daraus resultiert eine schwache CD15-1R.
Die der pialen Oberfliche aufliegende Basis hat ihren heterogenen Charakter
beibehalten. Zur pialen Oberfliche hin dominieren Areale mittelstarker,
punktiformer Neuropilmarkierung mit iiberwiegend scharf abgegrenztem Umriss.
Ventral des mittleren Zellbands liegen Bereiche starker IR.

Die Kappen der einzelnen Segmente imponieren durch ein von der Umgebung scharf
abgrenzbares, stark CD15-positives, feingranuliertes Material. Von den Kappen der
ITOs 2,3,4 und 6 weisen Ausldufer in Richtung Acb.

Aus dem CD15-Verteilungsmuster des Acb wird ersichtlich, dass der durch eine
starke, punktiforme Neuropilmarkierung ausgezeichnete vAcb 1m Umfang
zugenommen hat. Er wird weiterhin gegeniiber dem dorsal liegenden Areal des
dorsalen Striatum scharf abgegrenzt. Die ventrale, zipfelige Ausziehung des Acb
verschmilzt mit der Kappe des rot kodierten Segments des Tu (ITO3).

Das Gebiet, welches dem Cd zuzurechnen ist, besticht durch sein heterogen
verteiltes, feingranuliertes Material. Stark immunreaktive Bereiche gehen in Areale
schwécherer Intensitét liber.

Die weillen Pfeile auf Abb. 11a markieren Artefakte.
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4.1.1.6. Schnitt 1118

ITOS8
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Abb. 12b Umzeichnung des Schnitts 1118 (x14, MaBstab: 0,5 mm)

ITO7
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Die Schnittebene 1118 liegt 4,94 mm vor dem Zentrum der ac. Auf dieser
Schnittebene hat sich das immunreaktive Areal des Tu in medialer Richtung
verbreitert. Dies ist einmal auf den verbreiterten Querschnitt der ITOs, sowie den
Anschnitt der erstmals auftretenden ITOS8 zuriickzufiihren.

Die ITOs 6 und 7, sowie die ITOs 7 und 8 sind voneinander komplett separiert,
wihrend die anderen Segmente teilweise verbunden sind, und nur durch ihre
individuelle Glockenform voneinander zu unterscheiden sind. Eine Ausnahme bildet
weiterhin das lateral liegende Segment (ITOS), dessen infrapyramidaler Anteil der
Insel von einem CDI15-negativen Kern und einer CD15-positiven Kapselstruktur
gekennzeichnet ist.

Das Expressionsmuster des Zellbands der ITOs erstreckt sich von medial nach lateral
durch alle Segmente, wird aber auf dieser Schnittebene von einer stirkeren IR
gepragt, so dass keine exakte Grenzziehung zwischen Kappe und Basis moglich ist.
Das CD15-Verteilungsmuster in den acht Segmenten hat sich beziiglich Kappe und
Basis nicht verdndert. Beide Strukturen bestechen wie bereits in Abb. 11a durch eine
punktiforme Neuropilmarkierung. Eine klare Abgrenzung zur Umgebung ist dadurch
moglich.

Besonders auffillig sind die zahlreichen Verbindungen zwischen Acb und Tu. Es
sind Auslédufer des stark CD15-positiven vAcb zu den Kappen der ITOs 1, 3, 4, 6
und 7 vorhanden. Diese Ausldufer stellen sich mit demselben Expressionsmuster wie
der vAcb dar, d.h. durch ein stark immunreaktives, feingranuliertes Material. Im
Bereich des Acb ldsst sich eine Region medial von EpL und LV gegeniiber dem
lateral wesentlich deutlicher gefarbten Anteil unterscheiden. An der Grenze beider
Subareale befindet sich ein rundes Areal sehr intensiver CD-15 IR (siehe weiller
Kreis auf Abb. 12a), das von einem CD15-positiven Saum begrenzt wird.

Erstmals sind die SStr angeschnitten, welche die ITOS kleinflachig beriihren. Das
Areal der SStr liegt unmittelbar ventro-lateral des Pu, welches durch eine CDI15-
negative diinne Linie abgegrenzt wird. Das Expressionsmuster der SStr besticht

durch eine von der Umgebung scharf abgegrenzte, starke CD15-IR.
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4.1.1.7. Schnitt 1136

ITO3 ITO4

Abb. 13b Umzeichnung des Schnitts 1136 (x14, MaBstab: 0,5 mm)
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Die Schnittebene 1136 liegt 4,58 mm vor dem Zentrum der ac und ist geprdgt von
einem weiter nach medial expandierten, immunreaktiven Tu. Es liegen acht
Segmente vor.

Wie auf der vorhergehenden Schnittebene sind einzelne Inseln deutlich getrennt,
wihrend eine Separierung der iibrigen Inseln nur durch die Analyse der
Nachbarschnitte zweifelsfrei vollzogen werden kann. Besonders deutlich wird dies
im Fall des grau markierten Segments (ITO1), das kontinuierlich in das benachbarte
rot kodierte Segment (ITO3) iibergeht. Der medial liegende Teil der ITO1 hélt seine
Verbindung zum lateral liegenden Teil nur iiber einen schwachen Kontaktpunkt
sowohl im Bereich der Kappe als auch im Bereich der Basis aufrecht.

Das CDI15-Verteilungsmuster in den abgebildeten Segmenten hat sich nicht
verdndert. Basis und Kappe aller Segmente weisen eine punktiforme
Neuropilmarkierung auf. Eine klare Abgrenzung zur Umgebung ist mdglich.
Zwischen ITO7 und ITOS ist ein Blutgefdal angeschnitten, wodurch diese Segmente
separiert sind. Weitere angeschnittene Blutgefdfie sind auf Abb. 13b mit roten Pfeilen
markiert.

Der Ubergang vom Pir in das laterale, immunreaktive Tu ist auch auf dieser
Schnittebene vorhanden. Das mittlere, CD15-negative Band des Pir geht deutlich in
das Zellband der ITOS iiber. Dieser Umstand ist auch auf den folgenden
Schnittebenen mehr oder weniger deutlich beibehalten (besonders gut zu erkennen
auf Abb. 17a und 19a).

Der Umfang des Acb nimmt nach medial und dorsal zu. Ausldufer aus dem Acb
bauen zu sechs Segmenten des Tu eine Verbindung auf. Diese Ausldufer besitzen
dieselbe mittelstarke CD15-IR wie der vAcb und die Kappen der ITOs.

Wie auf der vorhergehenden Schnittebene grenzt ein ventraler, mittelstark CD15-
immunreaktiver Anteil des Acb an ein Subareal schwacher IR. An diesem Ubergang
liegt ein rundes Areal negativer CD15-IR (siehe weier Kreis auf Abb. 13a).

Die weillen Pfeile markieren Artefakte.
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4.1.1.8. Schnitt 1158

Abb. 14b Umzeichnung des Schnitts 1158 (x14, MaBstab: 0,5 mm)
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Der Abstand der Schnittebene 1158 zum Zentrum der ac betrdgt 4,14 mm. Auf dieser
Schnittebene imponiert ein noch weiter nach medial expandiertes, immunreaktives
Tu mit seinem kontrastreichen und heterogenen Expressionsmuster. Das Tu setzt sich
weiterhin aus acht Segmenten zusammen. Die glockenférmige Struktur ist nur noch
beim grau markierten Segment (ITO1) deutlich zu erkennen, wihrend sich die
Struktur der verbleibenden Segmente komplizierter prisentiert. Eine scharfe
Abgrenzung zur Umgebung ist bei allen acht Segmenten zu erkennen.

Das unruhige Bild der ITOs resultiert u.a. aus dem Auftreten von Blutgefdl3en (siche
rote Pfeile auf Abb. 14b), welche durch die Inseln hindurch treten. Dies ist bei den
hellblau (ITOS) und orange (ITO2) markierten Segmenten ersichtlich.

Im Fall der rot (ITO3) und braun (ITO6) markierten Segmente zeigt sich ebenfalls
eine Diskontinuitét, allerdings war hier kein Blutgefdl in der Nachbarschaft zu
sehen.

Wie auch auf der vorhergehenden Schnittebene stehen auf der Schnittebene 1158
einige Inseln separat (ITO 1, 6, 7 und 8), wihrend die CD15-IR anderer Inseln
ineinander iibergeht (ITO 2, 3, 4 und 5).

Beziiglich des Expressionsmusters imponiert die Basis mit heterogenen Charakter,
d.h. Areale einer schwachen bis mittelstarken IR wechseln sich mit Arealen einer
stairkeren CD15-1R ab.

Das zwischen Basis und Kappe liegende Zellband besitzt weiterhin eine negative bis
schwache CD15-IR.

Die Kappen der einzelnen Segmente imponieren durch ein von der Umgebung scharf
abgrenzbares, stark CD15-positives feingranuliertes Material.

Fingerformige Ausziehungen des Acb verschmelzen mit den Kappen der ITOs 1, 3,
4, 6, 7 und 8. Die Teilung des Acb in einen medialen Abschnitt (mAcb) und einen
lateralen Abschnitt (l1Acb) ist deutlich. Der mAcb weist eine recht heterogene
Markierung auf auf, die den gesamten dorso-ventralen Abschnitt einschlieffit. Im
Vergleich zu den vorhergehenden Schnittebenen ist die supratuberkulare Zone

wesentlich schmaler.
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4.1.1.9. Schnitt 1178

Abb. 15b Umzeichnung des Schnitts 1178 (x14, MaBstab: 0,5 mm)
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Die Schnittebene 1178 liegt 3,74 mm vor dem Zentrum der ac. Auf dieser
Schnittebene setzt sich das immunreaktive Tu aus neun farbig kodierten Segmenten
zusammen. Zum erstenmal zeigt sich ein neues Segment innerhalb des
immunreaktiven Tu. Es handelt sich hierbei um die ITO9, welche auf den folgenden
Schnittebenen die typische Glockenform aufweist. Die Grenze zwischen dem
immunreaktiven Tu und der SA ist sehr deutlich (siche weiler Pfeil auf Abb. 15a).
Die CD15-IR innerhalb der Rinde des Tu weist nun zahlreiche Unterbrechungen auf,
die nicht nur zwischen den Inseln (ITO 3, 4, 6 und 7), sondern auch innerhalb der
ITOs liegen (ITO1 und ITO6). Die Grenze zwischen den ITOs ist z.T. sehr scharf.
Auch auf dieser Schnittebene findet sich ein markantes Blutgefa3, welches die ITO1
teilt (siehe roter Pfeil auf Abb. 15b). Ein besonders scharfer Abriss der CD15-IR ist
zwischen den ITOs 3 und 4, den ITOs 4 und 6 sowie den ITOs 6 und 7 zu erkennen.
Die Kappe des braun markierten Segments (ITO6) ist von den benachbarten Kappen
separiert. Die Basis der ITOs 4, 6 und 7 ist dank eines diinnen, schwach CD15-
positiven Saums an der pialen Oberfliche durchgingig.

Aufgrund des typischen Expressionsmusters des immunreaktiven Tu ldsst sich eine
klare Abgrenzung zur Umgebung erkennen.

Der Pir schmiegt sich dem lateralen ITOS direkt an, so dass das CDI15-negative
Zellband des Pir in das der ITO {ibergeht.

Vom Grund des LV ist im Areal des Acb eine nach ventral orientierte Riffelung
erkennbar. Diese fingerformigen Strukturen (siche auch Abb. 15b) sind auf der
nichsten Schnittebene dadurch noch deutlicher akzentuiert, dass die IR in der
peripheren Zone partiell erhoht ist. Die fingerféormigen Ausziehungen des Acb
verbinden sich mit den Kappen der ITOs 1, 2, 3, 6, 7 und 8.

Im mAcb nimmt die CD15-IR nach lateral graduell ab. Ein Gebiet starker IR wird
von einem Bereich schwacher IR scharf abgegrenzt (siehe gestrichelte Linie in Abb.
15b).

Zwischen dem Acb und den ITOs liegen solitir einige scharf abgegrenzte, CD15-
positive Inseln, die bei genauer Analyse der Nachbarschnitte dem Material des Acb

entspringen.

51



4.1.1.10.

Abb. 16b

Schnitt 1198

, ‘
ITO1 ITO3 |TO4

Umzeichnung des Schnitts 1198 (x14, Mal3stab: 0,5 mm)
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Der Abstand der Schnittebene 1198 zum Zentrum der ac betrdgt 3,34 mm. Wie auf
der vorhergehenden Schnittebene beinhaltet das immunreaktive Tu neun Segmente.
Dies ist die hochste beobachtete Anzahl an ITOs im CDI15-Bild. Allen ist
gemeinsam, dass sie sich in Basis, mittleres Zellband und Kappe unterteilen lassen.
Allerdings kommt auf dieser Schnittebene der vorher nur andeutungsweise erhobene
Befund zum Ausdruck, dass ein deutlicher Gradient zwischen den lateralen Inseln
(ITOs 1, 2, 3, 5 und 9) und den medialen Inseln (ITOs 4, 6, 7 und 8) erkennbar ist.
Im Vergleich mit den lateralen ITOs bestechen die medialen Inseln durch eine
schwichere CD15-IR und deutliche Unterbrechungen. Es liegen Unterbrechungen
zwischen den ITOs 3, 4, 6 und 7 sowie innerhalb der ITO6 vor.

Das durch alle Segmente verlaufende mittlere Zellband imponiert durch ein
heterogenes Expressionsmuster, welches in der Intensitét der IR variiert.

Im Vergleich zur vorhergehenden Schnittebene zeichnet sich die CD15-Expression
des Pir durch eine starke CD15-IR aus. Das mittlere Zellband geht weiterhin in die
Pyramidenzellschicht der ITOS tiber.

Die fingerformigen Ausziehungen des mAcb sind weiterhin vorhanden und
verbinden sich mit den Kappen der ITOs 4, 6, 7 und 8. Deutlich zu erkennen sind
nun auch fingerférmige Strukturen im 1Acb, die ihren Ursprung 1im
Ubergangsbereich zum Pu besitzen. Sie verbinden sich mit den Kappen der lateralen
Inseln ITO1 und ITO3.

Die schwarze, gestrichelte Linie auf Abb. 16b markiert die Grenze zwischen dem
lAcb und dem mAcb. Der mAcb steht ventro-medial in direktem Kontakt mit der

pialen Oberfléche.
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4.1.1.11. Schnitt 1218

ITO1 1TO3 |T04' ITO6

Abb. 17b Umzeichnung des Schnitts 1218 (x14, MaBstab: 0,5 mm)
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Die Schnittebene 1218 liegt 2,94 mm vor dem Zentrum der ac. Das immunreaktive
Tu zeichnet sich weiterhin durch neun Segmente aus, welche sich in Basis, Zellband
und Kappe unterteilen lassen.

Sowohl zwischen den lateralen ITOs (ITO 1, 2 und 9) als auch zwischen den
medialen ITOs (ITO 6, 7 und 8) liegen Unterbrechungen vor. Innerhalb der ITO6
fallt weiterhin eine Unterbrechung auf.

Der laterale Anteil des immunreaktiven Tu zeichnet sich auch auf dieser
Schnittebene durch eine stirkere CD15-IR aus als die medialen ITOs 4, 6, 7 und 8.
Das mittlere Zellband zwischen Basis und Kappe jeder einzelnen ITO ist im
medialen Anteil des immunreaktiven Tu schwer zu verfolgen, da hier die
Abgrenzung von Basis und Kappe aufgrund einer etwas schwécheren IR und einer
grofleren Unruhe erschwert ist.

Das orange markierte Segment ITO2 verschmilzt im Bereich der Kappe mit
Auslaufern aus den SStr.

Das Zellband im Pir hebt sich dank der sehr geringen CD15-IR deutlich ab. Es setzt
sich gut erkennbar ohne Unterbrechung in das mittlere Zellband der ITOS fort.

Das kontrastreiche Bild des Acb entsteht durch ein grobgranuliertes Gefiige aus
Arealen unterschiedlicher IR. Verbindungen zu den ITOs sind besonders medial zu
erkennen.

Auf dieser Schnittebene ist erstmals der GP angeschnitten. Wie auf Abb. 17 a zu
sehen ist, besticht er durch eine schwache, im mikroskopischen Bild grob granulierte
Neuropilmarkierung. Seine Abgrenzung zur Umgebung ist unscharf bis diffus, so
dass die Grenzziehung erschwert ist.

Die Septalregion (SA) besticht durch ein schwach immunreaktives Areal.
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4.1.1.12. Schnitt 1238

V.
ITO®  |T01 |703 I1TO4

Abb. 18b Umzeichnung des Schnitts 1238 (x14, Mafstab: 0,5 mm)



Der Abstand der Schnittebene 1238 zum Zentrum der ac betrdgt 2,54 mm. Die Rinde
des Tu lésst sich durch das CD15-IR-Muster weiterhin darstellen. Die ventro-dorsale
Dreiteilung ist deutlich zu erkennen. Die Ausdehnung des Tu hat sich medial weiter
reduziert. Ein Blutgefdl separiert den Pir vom angrenzenden Segment ITOS (siehe
roter Pfeil auf Abb. 18b). Die IR reicht im Bereich des Tu bis an die piale
Oberflache.

Aus der Analyse der Folgeschnitte ergibt sich, dass nur noch acht Segmente
vorliegen. Eine deutliche Trennung dieser Segmente wie auf den vorherigen
Schnittebenen ist nicht mehr erkennbar. Das Segment ITOS ist auf dieser Ebene nicht
mehr angeschnitten.

Die Basis der ITOs zeigt eine starke, anndhernd homogene IR. Auch hier findet sich
ein Gradient hoher IR lateral zur schwachen IR medial. Die Abgrenzung zwischen
diesen beiden Arealen ist unscharf diffus. Die Struktur der Kappe ist durch eine
punktiforme, mittelstark CD15-positive Neuropilmarkierung gekennzeichnet. Das
Zellband, welches weiterhin Kappe von Basis separiert, féllt durch eine schwache
CDI15-IR auf.

Lateral des immunreaktiven Tu imponiert der Pir durch eine punktiforme
Neuropilmarkierung mit heterogenem Charakter. Die CD15-Expression erlaubt nach
ventral hin eine deutliche Begrenzung, wohingegen sie nach dorsal eher unscharf
diffus ist.

Der GP ist in seinem Umfang gewachsen und zeigt eine schwache, grob granulierte
Neuropilmarkierung.

Der Bereich zwischen der Rinde des Tu und dem VStr und GP hat sich verbreitert.
Er zeigt eine sehr schwache, diffuse Grundmarkierung. Verbindungen zwischen Acb
und immunreaktivem Tu sind fast vollstindig verschwunden. Im subputaminalen
Bereich sind hingegen umschriebene, tropfenférmige, deutlich begrenzte CDI15-
positive Areale zu beobachten.

Der mAcb zeigt keine generell erhohte IR mehr; vielmehr imponieren klein- und
grof3flichige Areale mit deutlicher IR.

Medial des mAcb ist der Querschnitt der ICjJM erkennbar. An ihn schlieen sich
weiter medial das CD15-negative Areal des db und das sehr schwach immunreaktive

Areal der SA an.
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4.1.1.13. Schnitt 1258

ac 2 2,14 mm

Abb. 19a Lumogramm des Schnitts 1258 (x14, Maf3stab: 0,5 mm)

Y

ITO1

Abb. 19b Umzeichnung des Schnitts 1258 (x14, MaBstab: 0,5 mm)
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Die Schnittebene 1258 liegt 2,14 mm vor dem Zentrum der ac. Auf dieser
Schnittebene ist die Reduktion der Breite des immunreaktiven Tu besonders
auffallend. Gegeniiber den vorhergehenden Schnittebenen haben sich die Segmente
um weitere zwei reduziert. Das immunreaktive Tu setzt sich nun aus sechs ITOs
zusammen. Das am weitesten lateral liegende Segment ITOS5, das auf den
vorhergehenden Schnittebenen in seinem CD15-Expressionsmuster von der
typischen Glockenform abweicht, ldsst diese nun deutlich erkennen. Eine scharfe
Abgrenzung zur Umgebung ist bei allen sechs Segmenten zu erkennen.

Das unruhige Bild der dargestellten ITOs resultiert u.a. durch auftretende Blutgetal3e
(siehe rote Pfeile auf Abb. 19b), welche die Segmente unterbrechen, wie es bei der
ITO9 ersichtlich ist. Die Basis verliert in diesem Segment ihre durchgehende
Struktur. Die Kappenform der ITO9 erinnert an das lateral liegende Segment [TOS,
dessen infrapyramidaler Anteil der Insel auf den vorhergehenden Schnittebenen
(siehe z.B. Abb. 12a) von einem CDI15-negativen Kern und einer CD15-positiven
Kapselstruktur gekennzeichnet ist.

Die Kappen aller Segmente imponieren durch ein von der Umgebung weitestgehend
scharf abgrenzbares, stark CD15-positives punktiformes Material.

Das Material des Acb besitzt nur noch medio-dorsal eine schwache, grob granulierte
IR. Eine Grenze zwischen Acb und GP ist nicht definierbar.

Ventral des Pu treten die SStr als deutlich von der Umgebung abgegrenzte Areale mit

punktiformer Neuropilmarkierung hervor.
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4.1.1.14. Schnitt 1278

ac 2 1,74 mm
Abb. 20a Lumogramm des Schnitts 1278 (x14, Mafstab: 0,5 mm)

ITO9 ~ ITO1

Abb. 20b Umzeichnung des Schnitts 1278 (x14, MaBstab: 0,5 mm)
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Der Abstand der Schnittebene 1278 zum Zentrum der ac betrdgt 1,74 mm. Die Rinde
des immunreaktiv markierten Tu ist auf vier Segmente reduziert. Eine deutliche
Trennung der Segmente ist nicht mehr erkennbar. Alle Segmente lassen sich von
threr Umgebung scharf abgrenzen.

Die ITOS wird durch ein Blutgefdll unterbrochen (siehe roter Pfeil auf Abb. 20b).
Ein weiteres Blutgefdl3 ist lateral der SStr angeschnitten. Die Basis zeigt weiterhin
eine sehr hohe, weitgehend homogene IR. Das zwischen Basis und Kappe liegende
Zellband zeigt keine Verdnderung gegeniiber den vorhergehenden Schnittebenen.

Die Kappen aller Segmente imponieren durch ein von der Umgebung deutlich
abgrenzbares, stark CDI15-positives Material. Das Material ist durch eine grobe
Granulation gekennzeichnet.

Der Acb umschlieft das ovale, CD15-negative Areal der ac. Das kontrastreiche
Expressionsmuster des Acb ist durch Areale unterschiedlicher IR geprégt, wobei sich
der mAcb mit sichelféormiger Querschnittsfliche wegen seiner geringen IR weiter
abgrenzen lésst.

Lateral des Tu imponiert der Pir durch eine punktiforme Neuropilmarkierung mit
heterogenem Charakter. Auffallend ist die deutliche Abgrenzung des CDI15-
Zellbandes zwischen Pir und immunreaktivem Tu.

Die SA zeichnet sich durch ein CD15-positives Areal aus.
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4.1.1.15. Schnitt 1298

ITO5

ac 2 1,34 mm

Abb. 21b Umzeichnung des Schnitts 1298 (x14, Maf3stab: 0,5 mm)
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Die Schnittebene 1298 liegt 1,34 mm vor dem Zentrum der ac. Das immunreaktiv
markierte Tu ist in seiner medio-lateralen Ausdehnung sehr prizise definiert. Die
verbliebenen vier Segmente ITO1, ITO2, ITOS und ITOY9 erscheinen nicht mehr
voneinander getrennt.

Die Kappen aller Segmente imponieren durch ein von der Umgebung deutlich
abgrenzbares, mittelstark CD15-positives punktiformes Material. Basis und mittleres
Zellband sind beziiglich der vorhergehenden Schnittebenen unverédndert.

Das schwach bis mittelstark CD15-positive Material des Cd zeichnet sich durch
feingranuliertes, punktiformes Material aus, welches Areale hoherer und niederer
CDI15-IR erkennen ldsst. Dies entspricht der Patch-Matrix-Felderung auf
vorhergehenden Schnittebenen (siche Abb. 7a).

Im Gebiet des Pu herrscht eine sehr intensive, punktiforme Neuropilmarkierung vor.
Der mediale Anteil des Pu zeichnet sich durch eine schwammartige Darstellung aus,
welche durch CDI15-negative Aussparungen entsteht und durch kompakte
Faserbiindel zustande kommt.

Das kontrastreiche Expressionsmuster des Acb entspricht dem des Cd.

Die CD15-Expression des Pir zeichnet sich durch eine reduzierte CD15-IR aus. Ein
mittig gelegenes, CD15-negatives Band separiert ein schwach bis mittelstark CD15-
postives, feingranuliertes Material. Dieses Band besitzt unmittelbar Anschluss an das
mittlere Zellband des immunreaktiven Tu.

Der GP besticht durch eine schwache bis mittelstarke, grob granulierte
Neuropilmarkierung ohne klare Abgrenzung zur Umgebung.

Der rote Pfeil auf Abb. 21b markiert ein angeschnittenes Blutgefal.
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4.1.1.16. Schnitt 1318

Abb. 22a Lumogramm des Schnitts 1318 (x14, Mafistab: 0,5 mm)

Abb. 22b Umzeichnung des Schnitts 1318 (x14, MaBstab: 0,5 mm)
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Der Abstand der Schnittebene 1318 zum Zentrum der ac betrdgt 0,94 mm. Die
dargestellte Schnittebene verlauft durch den posterioren Teil des immunreaktiven Tu.
Es ist nur noch immunreaktives Material vorhanden, welches zwei Segmenten
zuzuordnen ist. Das Segment ITOS ist am Hinterende eingebuchtet, so dass zwei
Teile erkennbar sind. Die Trennung zum benachbarten Element ITO2 ist nur im
Bereich der Kappe ersichtlich. Durch das klare, kontrastreiche Expressionsmuster ist
das immunreaktive Tu von seiner Umgebung abgrenzbar.

Die Basis des immunreaktiv markierten Tu liegt bis auf das laterale Stiick der ITOS
der pialen Oberflache auf. Die Intensitdt der IR im Bereich der Basis nimmt nach
ventral graduell zu, so dass eine lamindre Anordnung weiterhin sichtbar ist.

Ein schwach CD15-positives Zellband liegt zwischen Basis und Kappe der ITOs und
ist auf dieser Schnittebene nicht mit dem CD15-negativen Band des Pir verbunden.
Das immunreaktive Tu schmiegt sich aber auch in dieser Darstellung im Bereich der
ITOS dem Pir an.

Das Expressionsmuster, welches dem Material der Kappen des Tu zugeordnet wird,
ist durch eine von der Umgebung scharf abgrenzbare, mittelstark CD15-positive IR
gekennzeichnet.

Von Pu und ic umgeben ist der expandierte GP durch eine mittelstarke, grob
granulierte Neuropilmarkierung von den benachbarten Strukturen abzugrenzen.

Die CDI15-Expression des Pir imponiert weiterhin durch ein heterogenes
Verteilungsmuster. Ein mittleres CD15-negatives Band separiert ein stark CD15-
postives, feingranuliertes Material. Zum Tu hin zweigt sich das CD15-negative Band
des Pir auf, so dass zwei runde, CD15-negative Areale infrapyramidal erkennbar
werden (siche weille Pfeile auf Abb. 22a).

Die SA zeichnet sich weiterhin durch ein CD15-positives Areal aus.

Der rote Pfeil (sieche Abb. 22b) markiert ein angeschnittenes Blutgefal.

65



4.1.2. Auswertung der Expressionsmuster von unterschiedlichen Antikorpern

Fiir die Beschreibung der Organisation des Tu wurden in dieser Arbeit verschiedene
immunhistochemische Methoden angewendet. Dabei zeigte der AntikOrper gegen das
CD15-Epitop die informativsten Befunde. Die Reaktionsmuster nach Einsatz anderer
Antikorper (sieche Tab. 1) lieferten dennoch wichtige Informationen, die fiir die
Interpretation bestimmter zerebraler Strukturen unentbehrlich waren. Besondere
Beachtung verdienten hierbei die Antikorper gegen MBP und Synaptophysin. Die mm-
Angabe in der unteren Ecke der abgebildeten Lumogramme gibt den Abstand zum
Zentrum der vorderen Kommissur (ac) wieder.

Auf Abb. 23 ist die Schnittebene 1103 dargestellt. Der Abstand zum Zentrum der ac
betrdgt 5,24 mm. Durch den Einsatz des MBP-Antikorpers stellen sich Markfasern mit
hoher Intensitit und deutlichem Kontrast gegeniiber der Umgebung dar.

Wie auf dem CD15-Bild der Schnittebene 1098 (siche Abb. 11a) sind zwischen dem Acb
und der pialen Oberfliche die glockenférmigen Segmente des Tu erkennbar.
Interessanterweise ist die lateral gelegene ITOS nur im Bereich der Basis zu erkennen,
wihrend sich bei den anderen ITOs die Konturen sowohl von Basis als auch von Kappe
feststellen lassen. Dies unterstreicht den Ausnahmecharakter der ITOS. Das mittlere
Zellband, das Basis von Kappe separiert, ist nicht erkennbar.

Die ITOs 3 und 6 sind iiber Faserbiindel mit dem Acb verbunden.

Im CD15-Bild auf Abb. 11a liegen die ITOs bis auf die lateral situierten ITOS und ITO2
der pialen Oberfldche unmittelbar auf und zeichnen sich im Bereich der Basis durch eine
Zweischichtung aus. Im MBP-Bild auf Abb. 23 ist im Bereich der Basis aufgrund
unterschiedlicher Expressionsmuster eine Vierschichtung zu erkennen. Stark
immunreaktive Markfasern aus dem lo erstrecken sich bis zur medialen
Hemisphédrenwand und verlaufen innerhalb der Basis der ITOs. Die Markfasern aus dem
lo zeichnen sich durch eine pianahe, stark immunreaktive Schicht aus, die durch ein Band
ohne IR von einer weiteren MBP-positiven Schicht separiert ist (siche Pfeil auf Abb. 23).
Zwischen den ITOs verlaufen senkrecht zur pialen Oberfliche immunreaktive
Markfasern, die den Acb mit dem Tu und dem lo verbinden.

Im Vergleich zum CD15-Bild (siche Abb. 11a) erlaubt das Reaktionsmuster des Acb im

MBP-Bild keine Aufteilung in einen ventralen und dorsalen Part.
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Die auf Abb. 24 dargestellte Schnittebene 1105 liegt 5,20 mm vor dem Zentrum der ac.
Das Reaktionsmuster resultiert aus dem verwendeten Antikdrper gegen Synaptophysin.
Wie auf dem CDI15-Bild auf Abb. 1la sind die sieben dargestellten ITOs in Basis,
mittleres Zellband und Kappe gegliedert. Lediglich die Struktur der lateral gelegenen
ITOS weicht von dem Bild auf den Nachbarschnitten ab. Im CD15-Bild auf Abb. 11a
umschlieft die Kappe der ITOS einen CD15-negativen Kern. Dieser zeichnet sich im
Synaptophysin-Bild durch eine mittelstarke IR aus.

Ausldufer aus dem Acb verbinden sich mit den Kappen der ITOs 3 und 6.

Die relativ breite Synapsenzone im Gebiet des Pir besticht durch eine starke IR. Sie geht
in einen ebenfalls stark immunreaktiven, infrapyramidalen Saum im Bereich der ITOS5
iiber.

Acb und Cd weisen das gleiche, homogene Expressionsmuster auf, so dass eine
Grenzziehung im Synaptophysin-Bild nicht mdglich ist. Die typische Patch-Matrix-
Felderung im Cd ist nicht zu erkennen. Anhand des Reaktionsmusters kann im Gebiet des
Acb keine ventro-dorsale Teilung vorgenommen werden.

Der MFr zeichnet sich durch eine starke IR aus.

Auf Abb. 25a ist die Schnittebene 1203 nach Einsatz des MBP-Antikorpers dargestellt.
Der Abstand zum Zentrum der ac betrdgt 3,24 mm.

Wihrend im CD15-Bild der Schnittebene 1198 (siche Abb. 25b) alle ITOs mit Ausnahme
der lateral situierten ITOS der pialen Oberfliche aufliegen, wird das segmentierte Tu im
Bereich der Basis im MBP-Bild wie auf Abb. 23 von Markfasern aus dem lo unterfiittert.
Eine Gliederung der ITOs in Basis, mittleres Zellband und Kappe kann nicht
vorgenommen werden.

Wie im CD15-Bild der benachbarten Schnittebenen kann im Acb eine Unterteilung in
einen medialen und einen lateralen Abschnitt vorgenommen werden. Der mAcb erscheint
duBlerst inhomogen. Im lateralen Abschnitt des mAcb werden MBP-negative Areale von
MBP-positiven Hiillen eingeschlossen. Vom Grund des LV ist im Areal des Acb eine
nach ventral orientierte Riffelung erkennbar. Diese fingerformigen Strukturen verbinden
sich mit den Kappen mehrerer ITOs. Es kann keine deutliche Trennung des VStr
gegeniiber dem immunreaktiven Tu vorgenommen werden.

Uber die SStr sind die ITOs mit dem Pu verbunden.
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Abb. 23 Lumogramm des Schnitts 1103 (x14, Maf3stab: 0,5 mm)
Verwendeter Antikorper: MBP
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Abb. 24 Lumogramm des Schnitts 1105 (x14, MaBstab: 0,5 mm)
Verwendeter Antikorper: Synaptophysin
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Abb. 25a Lumogramm des Schnitts 1203 (x14, Maf3stab: 0,5 mm)
Verwendeter Antikorper: MBP
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Abb. 25b Lumogramm des Schnitts 1198 (x14, Maf3stab: 0,5 mm)
Verwendeter Antikorper: CD15
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4.1.3. Zusammenfassung der makroskopischen und mikroskopischen Auswertung

Gemessen vom Zentrum der vorderen Kommissur (ac) lie3 sich im Abstand von 7,06 mm
nach rostral erstmals ein CDI15-immunreaktives Areal im Gebiet des Tuberculum
olfactorium (Tu) erkennen. Vom ersten Anschnitt bis zum kaudalen Ende des CD15-
immunreaktiven Tu lagen 326 Schnitte mit einer Dicke von jeweils 20 wm. Das entspricht
einer antero-posterioren Ausdehnung des CDI5-immunreaktiven Tu im Paraffin-
eingebetteten Gehirn von 6,52 mm (sieche 4.3.1.). Innerhalb dieser Ausdehnung standen
110 CD15-geféirbte Schnitte fiir die Analyse zur Verfiigung. Fiir die Prisentation der
Befunde wurden 16 Schnitte im Abstand von meist 400 wm ausgewihlt, wodurch der
Verlauf der Insulae terminales olfactoriae (ITOs) des CDI15-immunreaktiven Tu
kontinuierlich dokumentiert werden konnte.

Durch verschiedene Intensititen der CD15-Immunreaktivitit (IR) und aufgrund
unterschiedlicher Expressionsmuster konnten immunreaktive Areale den zerebralen
Strukturen eindeutig zugeordnet werden.

Die Segmentierung des immunreaktiv markierten Tu erfolgte visuell. Im CD15-Bild stellt
sich das immunreaktive Material in sehr charakteristischen, reiterierenden Mustern dar.
Diese wurden in dieser Arbeit als glockenférmige Elemente beschrieben. Die neun
glockenformigen Segmente des Tu wurden entsprechend dem Auftreten in antero-
posteriorer Richtung mit der Benennung ITO1-9 versehen. Im typischen Fall sind die
einzelnen Glocken deutlich gegliedert:

a) Basiselement in Nachbarschaft der pialen Oberfldche

b) Mittleres Zellband

c) Kappe

Die zytologische Untersuchung zeigt, dass diese Gliederung den drei Zellschichten des
Tu zuzuordnen ist:

a) Molekulare Schicht

b) Pyramidenzellschicht

¢) Multiforme Schicht

Die Basis imponiert durch eine heterogene CD15-Expression. Es liegen zwei Schichten
unterschiedlicher IR vor, die sich voneinander scharf abgrenzen lassen. Die pianahe
Schicht weist stets ein schwécheres Expressionsprofil auf. Im MBP-Bild sind vier

Schichten unterschiedlicher IR zu erkennen (siehe Abb. 23).
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Das mittlere Zellband zwischen Basis und Kappe besitzt eine negative bis schwache
CD15-IR und wird von Ausldufern aus Basis und Kappe durchzogen. Zwischen den ITOs
ist kein mittleres Zellband ersichtlich. 4,58 mm vor dem Zentrum der ac geht das mittlere
Zellband der lateral liegenden ITOS in ein CD15-negatives Band des Pir iiber (siche Abb.
13a).

Die Kappen der einzelnen ITOs imponieren durch ein vom restlichen Tu scharf
abgrenzbares, mittelstark bis stark CDI15-positives, punktiformes Material. In
charakteristischer Weise umschlieen sie bogenformig das Zellband und die Basis der
Segmente, wodurch die typische Glockenform entsteht.

Eine gewisse Ausnahme im Erscheinungsbild bildet das am weitesten lateral gelegene
Element ITOS, das in der Nachbarschaft zum Cortex piriformis (Pir) liegt und am
stairksten von der Glockenform abweicht. Das Bauprinzip der ITOS stimmt mit dem
Bauprinzip der anderen ITOs trotz der etwas abweichenden Form iiberein.

Verfolgt man die einzelnen, durch ihre CDI15-IR charakterisierten ITOs in der
Schnittsequenz, stellt sich heraus, dass es sich nicht um prizise von den
Nachbarelementen abgrenzbare Strukturbereiche handelt, sondern dass ihre Grenzen auf
Einzelschnitten nicht immer erkennbar sind (siche Abb. 13a und b). Dank der Analyse
der Nachbarschnitte konnte die Abgrenzung der ITOs allerdings zweifelsfrei vollzogen
werden.

Die CD15-IR der Kappe und der Basis ist auf einigen Schnittebenen unterbrochen, und
zwar nicht nur zwischen den ITOs (siche Abb. 14a und b: zwischen ITO7 und ITOS),
sondern auch innerhalb einer ITO (sieche Abb. 14a und b: ITO3, ITO6 und ITOS). Nur in
Einzelfillen kann das abrupte Fehlen der CD15-IR durch ein angeschnittenes Blutgefal3
erklart werden (sieche Abb. 14a und b: ITO2 und ITOS). In wenigen Fillen wurden
Verschmelzungen innerhalb der ITOs beobachtet (siche ITO1 in Abb. 8b und 9b).

Die Querschnittsflache und die seitliche Ausdehnung des CD15-immunreaktiv gefarbten
Tu nimmt von anterior nach posterior zu. Die Expansion nach medial und lateral verlauft
gleichmédBig. Die maximale seitliche Ausdehnung liegt im hinteren Ende des
immunreaktiv markierten Tu (siche Abb. 30a). Im Bereich der medialen
Hemisphiarenwand umgreifen die immunreaktiven Segmente des Tu bogenférmig den
ventro-medialen Anteil des Nucleus accumbens (Acb) (siche Abb.14 a und b). Lateral
schmiegt sich das immunreaktive Tu dem Pir an. Ab 6,14 mm vor dem Zentrum der ac
liegen mit Ausnahme des lateralen Segments ITOS alle Segmente des immunreaktiven Tu

der pialen Oberflache breitbasig auf.
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Zwischen den lateralen Inseln (ITOs 1, 2, 3, 5 und 9) und den medialen Inseln (ITOs 4, 6,
7 und 8) ist ein deutlicher Gradient erkennbar. Im Vergleich mit den lateralen ITOs
bestechen die medialen Inseln durch eine schwichere CDI15-IR und deutliche
Unterbrechungen (sieche Abb. 16a).

Der vordere Teil der immunreaktiv gefdarbten Rinde des Tu wird zusammen mit dem
ventralen striatalen Feld (VStrF) angeschnitten, welches Acb, Capsula interna (ic),
Nucleus caudatus (Cd) und Putamen (Pu) umfasst. Weiter posterior umfasst das VStrF
den Globus pallidus (GP), die Insula Calleja Magna (ICjM), die substriatalen Inseln
(SStr) und die ac.

Im Verlauf der Schnittserie zeigt das immunreaktive Tu enge Lagebeziehungen zu
Nachbarstrukturen. In diesem Zusammenhang spielen der Pir und der Acb eine besondere
Rolle.

Im vorderen Teil sind die CD15-Markierungen von Pir und immunreaktivem Tu durch
ein Gebiet ohne IR deutlich getrennt. Im Areal des Pir werden zwei CDI15-positive
Schichten  unterschiedlicher IR  vom  mittig gelegenen, CDI15-negativen
Pyramidenzellband voneinander separiert. Dabei handelt es sich infrapyramidal um die
multiforme Schicht. Suprapyramidal verlduft ein Saum aus immunreaktivem Material,
das die Molekularschicht repriasentiert. Diese ist {iber eine relativ breite Synapsenzone
mit dem pianahen lo verbunden, dessen Fasern unter der Basis der ITOs verlaufen und
diese unterfiittern.

Aufgrund der medio-lateralen Expansion des immunreaktiven Tu schmiegt sich weiter
hinten das laterale Segment ITOS dem Pir an, so dass 4,58 mm vor dem Zentrum der ac
das CDI15-negative Band des Pir unmittelbar Anschluss an das mittlere Zellband des
immunreaktiven Tu findet (siche Abb. 13a).

Wihrend der Acb auf den vorderen Schnittebenen durch eine hohe, homogene CD15-1R
charakterisiert ist, bestimmt auf den hinteren Schnittebenen ein heterogenes
Expressionsmuster das Bild. Auf den vorderen Schnittebenen kann im Areal des Acb ein
stark immunreaktiver, ventraler Anteil (vAcb) gegeniiber einem schwicher
immunreaktiven, dorsalen Anteil (dAcb) deutlich abgegrenzt werden (siche Abb. 9a). Der
vAcb wird durch ein CD15-negatives Areal vom immunreaktiv markierten Tu separiert.
Weiter hinten sind Ausldufer des vAcb zu den Kappen mehrerer ITOs vorhanden. Diese
Ausléufer stellen sich mit demselben Expressionsmuster wie der vAcb dar (siche Abb.

12a).
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Auf den hinteren Schnittebenen kann der Acb aufgrund seines Expressionsmusters in
einen medialen (mAcb) und lateralen Abschnitt (IAcb) unterteilt werden (siche Abb.15a).
Der mAcb erscheint inhomogen. Die CD15-IR nimmt nach lateral graduell ab. Ein Gebiet
starker IR wird von einem Bereich schwacher IR scharf abgegrenzt (siehe gestrichelte
Linie in Abb. 15b). Sowohl im lAcb als auch im mAcb sind fingerférmige Strukturen
erkennbar, welche sich mit den Kappen mehrerer ITOs verbinden (sieche Abb. 16a und b).
Im Bereich des hinteren, CD15-positiven Tu besitzt das Material des Acb nur noch
medio-dorsal eine schwache, grob granulierte IR (siche Abb. 19a).

Der hintere Teil der ITOs steht in enger Lagebeziehung zu den SStr (sieche Abb. 17 a und
17 b), die das immunreaktive Tu mit dem Pu verbinden. Im Synaptophysin-Bild wird
auBBerdem eine Verbindung zwischen dem Pu und dem Pir deutlich.

Das dem GP zuzuordnende, immunreaktive Areal steht in keinem Schnitt in direktem
Kontakt zu den ITOs.

Der Cd zeichnet sich durch feingranuliertes, punktiformes Material aus. Fingerformige,
stirker immunreaktive Areale wechseln sich mit CD15-schwicheren Gebieten ab, was

das Bild einer Patch-Matrix-Felderung hervorruft.
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4.2. Dreidimensionale Rekonstruktion des segmentierten Tuberculum olfactorium

Fiir die dreidimensionale Darstellung des segmentierten Tuberculum olfactorium (Tu) kam

das Programm Amira zum Einsatz. Einbezogen wurden hierfiir die neun Insulae terminales

olfactoriae (ITOs) des Tu, die oben beschrieben wurden, sowie das ventrale striatale Feld

(VStrF), welches Capsula interna (ic), Globus pallidus (GP), Insula Calleja (ICjM), Nucleus

accumbens (Acb), Nucleus caudatus (Cd), Putamen (Pu), substriatale Inseln (SStr) und die

vordere Kommissur (ac) umfasst.

Mit Hilfe dieses Programms wurden die 110 verwendeten Schnittbilder lagegerecht in der

Bounding-Box positioniert. Uber den Befehl ,,Ortho Slice* konnten die Schnittbilder fiir alle

drei Ebenen berechnet werden, damit sie in allen Raumrichtungen drehbar waren und von

allen Seiten betrachtet werden konnten.

Die Ergebnisse der Rekonstruktionen werden auf den folgenden Seiten abgebildet und

diskutiert. Das generierte 3D-Modell wird aus insgesamt sechs Perspektiven betrachtet. Um

eine bessere Ubersicht zu haben, wird die Rekonstruktion des Tu mit und ohne

Rekonstruktion des VStrF prisentiert. Es wurden zwei Darstellungsweisen ausgewahlt:

1. die Abbildung der segmentierten Strukturen als Schnittstapel mit verdeckten Kanten, d.h.
bei ungeglatteter Oberflache

2. die Darstellung nach Generierung einer mit 40 Iterationen geglitteten Oberfliche.

Die zweite Darstellungsweise hat gegeniiber der Darstellung ohne geglittete Oberfliche einen

geringen Detailverlust zur Folge. Dahingegen wirkt die Rekonstruktion mit geglétteter

Oberflache homogener.

Besondere Beachtung verdient die ITO9Y, die als einzige Insel innerhalb des segmentierten Tu

entsteht und keine direkte Beziehung zu seinem vorderen Ende hat. Sie wird unter 4.2.2.

ndher untersucht.

Unterbrechungen in der Kontinuitdt der ITOs sind zum Teil durch Blutgefdfe verursacht. In

anderen Fiéllen ist keine Ursache zu erkennen. Exemplarisch wird die rot kodierte ITO3 unter

4.2.3. auf die Unterbrechungen hin untersucht. Die Gliederung jeder Insel des Tu in Basis,

Zellband und Kappe wird unter 4.2.4. weiter analysiert.
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4.2.1. Rekonstruktion des segmentierten Tu bei verschiedenen Ansichten

Auf den folgenden Seiten sind die dreidimensionalen Rekonstruktionen des
segmentierten Tu bei einer Ansicht von vorne, von medial, von hinten, von lateral, von

ventral und von dorsal zu sehen.

4.2.1.1. Rekonstruktion des segmentierten Tu bei einer Ansicht von vorne

Abb. 26a und b liefern eine Aufsicht auf den gesamten Bildstapel der rekonstruierten
ITOs und des VStrF. Zu erkennen sind acht der insgesamt neun, farbig kodierten
Segmente des Tu. Bei jedem Segment konnen drei Anteile visuell abgegrenzt
werden. Der gut erkennbare Spalt, der sich von lateral nach medial erstreckt, stellt
das Zellband des Tu dar. Ventral hiervon, in Richtung auf die piale Oberfliche, liegt
ithm die Basis der ITOs an. Dorsal, in Nachbarschaft zum Acb, befinden sich die
Kappen des Tu.

In Nachbarschaft zum Tu befindet sich die Rekonstruktion des VStrF. Die
Begrenzung ist im medialen und lateralen Bereich kontinuierlich und glatt, wihrend
sie im ventralen Teil, in Nachbarschaft zu den ITOs sehr unregelméfig erscheint.
Diese tropfenartigen Ausziehungen des VStrF entsprechen den CD15-positiven
Verbindungen zwischen Acb und den Kappen des Tu.

Bedingt durch den geringen Abstand zwischen Basis und Kappe kommt es durch das
Resampling, dem Herunterrechnen der Auflosung, vereinzelt zu einer
Verschmelzung beider Regionen (siehe Pfeil auf Abb. 26b) und somit zu einem
geringen Detailverlust.

Die externe Begrenzung des Tu entspricht weitgehend dem Verlauf der pialen
Oberflache.

Auf Abb. 26a sind deutlich die Stufen zu sehen, welche durch das Zusammenfiigen
aller einzelnen Schichten zu einer dreidimensionalen Struktur bedingt sind. Bei einer
durchgefiihrten Glittung mit 40 Iterationen wirkt die Rekonstruktion ruhiger und
homogener. Die Oberflache ist regelméBiger. Feine Strukturen gehen allerdings

verloren.
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Abb. 26a Rekonstruktion der ITOs und des VStrF bei ungeglatteter Oberflache bei

einer Ansicht von vorne
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Abb. 26b Rekonstruktion der ITOs und des VStrF bei geglatteter Oberflache bei

einer Ansicht von vorne
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Abb. 26c und d zeigen eine Darstellung der Rekonstruktion des segmentierten Tu bei
einer Ansicht von vorne. Im Vergleich zu den Abb. 26a und b ist die grau markierte
Struktur, die der Rekonstruktion des VStrF entspricht, ausgeblendet und der Blick
auf die dorsale Begrenzung der ITOs ermoglicht.

Mit Ausnahme des hellgriin kodierten Segments ITO9 (siche Pfeile auf Abb. 26¢
und d) besitzen alle Segmente des Tu eine Verbindung zum vorderen Ende des Tu.
Die Orientierung der aullen gelegenen Elemente weist auf die konvex nach vorne
gerichtete Form des segmentierten Tu hin, die einen Aufblick auf die Seitenflichen

der dulleren Segmente erlaubt.
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Abb. 26¢ Rekonstruktion der ITOs bei ungeglitteter Oberflache bei einer Ansicht

von vorne
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Abb. 26d Rekonstruktion der ITOs bei geglatteter Oberfldche bei einer Ansicht von

vorne
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4.2.1.2. Rekonstruktion des segmentierten Tu bei einer Ansicht von medial

Abb. 27a bis d zeigen eine Darstellung der Rekonstruktion des segmentierten Tu bei
einer Ansicht von medial. Die typische Gliederung der Segmente in Basis, Zellband
und Kappe ist in dieser Ansicht undeutlich, da der Verlauf des zwischen Kappe und
Basis liegenden Spalts, der dem Zellband entspricht, bis auf die mit dem langen Pfeil
markierte Stelle im gelb kodierten Segment ITO4 nicht zu verfolgen ist.

Die medial liegenden gelb, braun, griin und bordeaux markierten Segmente ITO4, 6,
7 und 8 représentieren den an der Medial-Seite der Hemisphire gelegenen Teil des
Tu. Das bordeaux kodierte Segment ITOS l4duft nach dorsal spitz aus. Der kurze Pfeil
markiert einen von anterior nach posterior verlaufenden Spalt in der Basis der ITOS.
Dieser Spalt entspricht nicht dem Zellband, sondern resultiert aus Ungenauigkeiten
in der Umzeichnung des Segments ITO8 im Programm Adobe Illustrator. Dieser

Umstand konnte von der Software Amira nicht kompensiert werden.
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4.2.1.3. Rekonstruktion des segmentierten Tu bei einer Ansicht von hinten

Abb. 28a und b zeigen eine Darstellung der Rekonstruktion des segmentierten Tu bei
einer Ansicht von hinten. Es sind alle neun Segmente durch die unterschiedlichen
Farben zu unterscheiden. Alle Elemente stehen in direkter Verbindung zueinander.
Von medial nach lateral verlduft ein Spaltraum, der bei jedem Segment Kappe von
Basis trennt.

Die Glockenform, wie sie als Charakteristik der ITOs beschrieben wurde, ist bei der
Rekonstruktion des rot markierten Segments ITO3 in der Abb. 28b besonders gut zu
erkennen. Die Kappe umschlie8t bogenformig die Basis und wird durch einen hier
sehr deutlich erkennbaren Spalt von der Basis separiert.

Das lateral liegende, hellblau markierte Segment ITOS zeigt eine komplizierte
Struktur, aber auch hier ist die Gliederung in Basis, Zellband und Kappe ersichtlich.
Bei dieser Blickrichtung wird bei der grau markierten Rekonstruktion des VStrF sehr
deutlich, dass sich die ventrale Begrenzung in posteriorer Richtung zunehmend vom

Tu abhebt. Dies gilt in besonderem MaB fiir den zentralen Teil.
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Abb. 28a Rekonstruktion der ITOs und des VStrF bei ungeglatteter Oberflache bei

einer Ansicht von hinten
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Abb. 28b Rekonstruktion der ITOs und des VStrF bei geglatteter Oberflache bei

einer Ansicht von hinten
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Die Abbildungen 28 ¢ und d zeigen alle neun rekonstruierten Segmente des Tu
ebenfalls bei einer Ansicht von hinten. Da die Rekonstruktion des VStrF
ausgeblendet ist, sind Form und Ausdehnung der Einzelelemente im Vergleich zu

Abb. 28a und b besser zu verfolgen.
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Abb. 28¢ Rekonstruktion der ITOs bei ungeglitteter Oberfldche bei einer Ansicht

von hinten
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Abb. 28d Rekonstruktion der ITOs bei geglatteter Oberfldche bei einer Ansicht von

hinten
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4.2.1.4. Rekonstruktion des segmentierten Tu bei einer Ansicht von lateral

Abb. 29a bis d zeigen eine Darstellung der Rekonstruktion des segmentierten Tu bei
einer Ansicht von lateral. Der seitliche Abschluss des Tu ist breitflachig und ,,glatt*
in langsovaler Kontur. Dies steht in deutlichem Unterschied zum medialen Ende, wo
das Abschlusselement zipfelformig nach dorsal ausgezogen erscheint (siche Abb.
29c¢ und d).

Da aus dieser Perspektive das hellblau markierte Segment ITOS viel Platz einnimmt,
sind die anderen Segmente groBtenteils verdeckt. Die Sicht auf die Basis der orange,
hellgriin und grau markierten Segmente I'TO 2, 9 und 1 ist frei.

Bei Ausblendung der Rekonstruktion des VStrF wird die dorsale Spitze des bordeaux
kodierten Segments ITOS ersichtlich.
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4.2.1.5. Rekonstruktion des segmentierten Tu bei einer Ansicht von ventral

Abb. 30a und b zeigen eine Darstellung der Rekonstruktion des segmentierten Tu bei
einer Ansicht von ventral. Es sind alle neun Segmente durch unterschiedliche
Farbgebungen zu unterscheiden.

Aus dieser Perspektive wird die Basis der ITOs betrachtet. Das segmentierte Tu
weitet sich trichterférmig nach hinten aus, bis es seine maximale Ausdehnung
erreicht. Jedes Element beginnt spitz und gewinnt in Richtung auf das hintere Ende
an Breite. In gerader, sagittaler (median-paralleler) Anordnung befinden sich daher
nur die mittig gelegenen FElemente. Diese sind im vorderen Teil des Tu
angeschnitten. Die aullen liegenden ITOs, besonders medial, erscheinen in die Breite
abgedringt.

Der hintere Abschluss des Tu ist abrupt. Es ist eine deutliche Grenze erkennbar, die
in einem Winkel von ca. 10° zur frontalen Schnittebene liegt.

Die grau und orange kodierten Segmente ITO1 und ITO2 haben die grofite antero-
posteriore Ausdehnung, wihrend die medialen, gelb, braun, griin und bordeaux
markierten Inseln ITO 4, 6, 7 und 8 aus dieser Perspektive die geringste antero-
posteriore Ausdehnung aufweisen.

Das zwischen den grau und orange markierten Segmenten ITO1 und ITO2
verlaufende, hellgriin kodierte Segment ITO9 liegt komplett in der hinteren Hélfte
des Tu und hat somit als einzige Insel keinen Bezug zum vorderen Tu. Diese Insel
wird unter 4.2.2. ndher untersucht.

In der Mitte der Basis des rot markierten Segments ITO3 ist medial ein struktureller
Defekt mit einer ringférmigen Unterbrechung zu erkennen (siehe Pfeil). Material aus
der Basis des gelb markierten Segments ITO4 deckt diesen Defekt im Bereich der
pialen Oberfliche zum Teil ab, fiillt ihn jedoch keineswegs komplett aus, was aus
den Abb. 34c und d hervorgeht. Die gestrichelte Linie markiert die Grenze des

strukturellen Defekts, der unter 4.2.3. weiter analysiert wird.

87



anterior

lateral _‘ - " medial

posterior

Abb. 30a Rekonstruktion der ITOs und des VStrF bei ungeglatteter Oberflache bei

einer Ansicht von ventral
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Abb. 30b Rekonstruktion der ITOs und des VStrF bei geglatteter Oberflache bei

einer Ansicht von ventral
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4.2.1.6. Rekonstruktion des segmentierten Tu bei einer Ansicht von dorsal

Abb. 31a und b zeigen eine Darstellung der Rekonstruktion des segmentierten Tu bei
einer Ansicht von dorsal. Aus dieser Perspektive werden die Kappen aller neun ITOs
betrachtet. Die Rekonstruktion des VStrF ist ausgeblendet.

Das segmentierte Tu breitet sich auch bei dieser Blickrichtung gleichméfig und
trichterformig von anterior nach posterior aus, wo es bei maximaler Ausdehnung
abrupt endet.

Mit Ausnahme der hellgriin markierten Insel ITO9, die sich zwischen dem orange
und dem grau markierten Segment befindet, verkiirzen sich die ITOs in antero-
posteriorer Richtung je weiter medial sie liegen. Das medial lokalisierte, bordeaux
markierte Segment ITOS hat die kiirzeste antero-posteriore Ausdehnung.

Die Befunde aus 4.2.1.5. werden auch bei dieser Ansicht bestétigt.
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4.2.2. Segment ITO9

Sowohl bei der Ansicht von dorsal als auch bei der Ansicht von ventral imponiert in der
hinteren Hélfte des segmentierten Tu das hellgriin markierte Segment ITO9, welches in
der lateralen Hélfte des Tu zwischen den grau und orange markierten Segmenten ITO1
und ITO2 lokalisiert ist. Die Insel ITO9 verdient besondere Beachtung, da sie das einzige
Segment ist, das innerhalb des immunreaktiv markierten Tu entstanden ist, und das keine
direkte Beziehung zum vorderen Ende des Tu hat.

Die Insel ITO9 wird erstmals 4,02 mm vor dem Zentrum der ac angeschnitten und hat
eine antero-posteriore Ausdehnung von ungefdhr 3 mm. Die drei Abbildungen auf der
folgenden Seite zeigen die frontal angeschnittene, hintere Hélfte des rekonstruierten Tu in
einer Ansicht von schrig ventral. Die Schnittebenen bewegen sich in der Reihenfolge der
Abbildungen von anterior nach posterior.

Auf Abb. 32a ist das hellgriin markierte Segment ITO9 noch nicht angeschnitten. Die
Schnittebene liegt 4,34 mm vor dem Zentrum der ac. Die Glockenform der in der
lateralen Hélfte des Tu liegenden grau und orange markierten Segmente ITO1 und ITO2
ist eindeutig zu erkennen. Die Kappen dieser Segmente umschlieBen die Basis
bogenformig und liegen einander an. Die der pialen Oberflache aufliegenden Basis aller
Segmente wird durch einen Spalt, der dem mittleren Zellband entspricht, von der Kappe
getrennt.

Auf Abb. 32b liegen die Kappen der orange und grau markierten Segmente nicht langer
einander an und sind durch ein hellgriin markiertes Areal voneinander getrennt, welches
der ITO9 zugerechnet wird. Der Abstand dieser Schnittebene zum Zentrum der ac betrigt
3,78 mm. Auf dieser Schnittebene besitzt die ITO9 noch nicht die typische Glockenform.

Die Schnittebene auf Abb. 32c¢ liegt 3,34 mm vor dem Zentrum der ac. Es wird
ersichtlich, dass zwischen den orange und grau markierten Segmenten ITO1 und ITO2
das hellgriin markierte Segment die typische Glockenform besitzt, wie sie auch bei den
benachbarten Segmenten erkennbar ist. Eine Kappe umschliefit die Basis bogenformig
und ist durch einen Spalt von ihr separiert.

Auf den Abbildungen wird deutlich, dass die hellgriin markierte Insel ITO9 erst in der
hinteren Halfte des Tu anhand der typischen Glockenform als eigenstindiges Segment
imponiert, und somit keine direkte Beziehung zum vorderen Ende des segmentierten Tu

besitzt.
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Abb. 32a Frontalschnitt durch das rekonstruierte Tu,

Abstand zum Zentrum der ac: 4,34 mm

Abb. 32b Frontalschnitt durch das rekonstruierte Tu,

Abstand zum Zentrum der ac: 3,78 mm

Abb. 32¢ Frontalschnitt durch das rekonstruierte Tu,
Abstand zum Zentrum der ac: 3,34 mm
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4.2.3. Unterbrechungen in der Kontinuitiit der rekonstruierten ITOs

Auf den Abb. 30a und b ist bei einer Ansicht von ventral ein ,Defekt” in der
Rekonstruktion des rot markierten Segments ITO3 zu erkennen, der eine genauere
Betrachtung verdient. Auf den analysierten Lumogrammen wurden auch bei anderen
Segmenten des Tu Unterbrechungen in der Kontinuitit beobachtet (siche Abb. 14a und
b), so dass das rot markierte Segment ITO3 exemplarisch untersucht wurde.

Dafiir wurden in der dreidimensionalen Rekonstruktion des Tu alle Strukturen bis auf das
entsprechende Segment ausgeblendet. Letzteres wurde frontal angeschnitten und auf den
folgenden Seiten dargestellt.

Abb. 33a stellt das Segment ITO3 bei einer Ansicht von dorsal dar. Im mittleren Drittel
der rekonstruierten Kappe befindet sich eine ringformige Unterbrechung (siehe Pfeil).
Auf Abb. 33b wird das rekonstruierte Segment ITO3 im Bereich der Unterbrechung
frontal angeschnitten. Der Abstand zum Zentrum der ac betrdgt 4,34 mm. Die vordere
Halfte der Rekonstruktion ist ausgeblendet.

Die angeschnittene Rekonstruktion wurde auf Abb. 33c so gedreht, dass die Schnittebene
betrachtet werden kann. Deutlich zu erkennen ist die Unterbrechung, die sowohl die
Kappe als auch die Basis des Segments ITO3 betrifft. Betrachtet man das dem Segment
ITO3 zugeordnete Areal im entsprechenden Lumogramm derselben Schnittebene (sieche
Abb. 33d), wird ersichtlich, dass es sich hierbei um ein ldngs angeschnittenes Blutgefal3

handelt, das fiir die Unterbrechung der Kontinuitdt im Segment ITO3 verantwortlich ist.
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Abb. 34a zeigt die Rekonstruktion des roten Segments ITO3 bei einer Ansicht von
ventral. Im medialen Anteil des mittleren Drittels ist in der Rekonstruktion ein relativ
grof3er, struktureller ,,Defekt zu erkennen. Aus Abb. 30a und b ist ersichtlich, dass dieser
»Defekt von einem Ausldufer des gelb markierten Segments ITO4 abgedeckt wird. Fiir
eine bessere Ubersicht wurden die Rekonstruktionen des Segments ITO4 und der iibrigen
Inseln des Tu ausgeblendet.

Auf Abb. 34b wird das rekonstruierte Segment ITO3 im Bereich der Unterbrechung
frontal angeschnitten. Der Abstand zum Zentrum der ac betrdgt 3,8 mm. Die vor der
Schnittebene liegende Hélfte der Rekonstruktion ist ausgeblendet.

Betrachtet man den frontalen Anschnitt im defekten Bereich (siehe Abb. 34c) und
vergleicht diesen mit dem entsprechenden Lumogramm (siche Abb. 34d), wird
ersichtlich, dass die Basis des Segments ITO3 unter der medialen Hélfte der Kappe der
pialen Oberfldche nicht aufliegt und an dieser Stelle durch eine fehlende IR imponiert.
Auf Abb. 34c und d wird deutlich, dass sich ein immunreaktiv markierter, diinner
Ausldufer aus der Basis des gelb markierten Segments 1TO4 entlang der pialen
Oberflache bis in den Bereich des strukturellen Defekts in der Basis der Insel ITO3
erstreckt. Die Rekonstruktion des Ausldufers aus Segment ITO4 deckt den Defekt in der
Rekonstruktion der Basis der Insel ITO3 ab.

Somit kann in diesem Fall kein BlutgefaB fiir die Kontinuitdtsunterbrechung im medialen

Anteil des mittleren Drittels der ITO3 verantwortlich gemacht werden.
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Abb. 34a
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Abb. 34d
Ausschnitt aus dem Lumogramm 1174

im Bereich der immunreaktiv markierten

ITO3
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4.2.4. Aufbau der ITOs

In der Analyse der Lumogramme (sieche 4.1.1.) wurden die ITOs als glockenférmige
Elemente beschrieben, welche eine Gliederung in Basis, Zellband und Kappe zulie3en.
Um zu sehen, ob dieser Befund nur auf die Frontalschnitte bzw. die Frontalebene zutrifft,
wurde die Struktur der umzeichneten ITOs im Programm Amira iiber den Befehl ,,Ortho
Slice* in den anderen Ebenen weiter analysiert.

Fiir eine bessere Ubersicht wurde zuniichst exemplarisch das rot kodierte Segment ITO3
bei eingeblendetem VStrF betrachtet. Hierbei waren alle anderen Segmente ausgeblendet.

AnschlieBend wurden die anderen Segmente des Tu untersucht.

97



Auf Abb. 35 wird das rot markierte Segment ITO3 in einem frontalen Querschnitt
dargestellt. Es handelt sich um die Umzeichnung aus dem Lumogramm 1188. Der
Abstand zum Zentrum der ac betrigt 3,54 mm. Die durch die ITO3 vertikal verlaufende
Linie spiegelt die sagittale Schnittebene wieder, die der Abb. 36 zugrunde liegt. Die drei
horizontal verlaufenden Linien a bis ¢ entsprechen den Horizontalebenen auf den Abb. 37
a bis c.

Die Kappe des Segments umschliet die der pialen Oberfliche aufliegende Basis
bogenformig und verleiht dem Segment eine glockenformige Struktur. Das durch einen
Spalt priasentierte Zellband separiert die Basis von der Kappe. Die Kappe zeigt eine
direkte Beziehung zum Acb.

Auf Abb. 36 wird deutlich, dass die ITO3 auch in sagittaler Richtung bogenférmig
gestaltet ist. Die Kappe umgreift auch hier die Basis und steht mit dem vorderen Anteil in
direkter Beziehung zum Acb. Das mittlere Zellband orientiert sich nicht genau parallel
zur pialen Oberflache. Die drei horizontal verlaufenden Linien a bis ¢ entsprechen den
Horizontalebenen auf den Abb. 37 a bis c.

Auf Abb. 37a ist die horizontal angeschnittene Kappe des Segments ITO3 zu erkennen.
Sie wird vom angeschnittenen Acb teilweise umbhiillt.

Die Horizontalebene auf Abb. 37b liegt weiter ventral als auf Abb. 37a. Sie verlauft
durch das Zellband zwischen Basis und Kappe, das auf Abb. 37b als zentraler Spaltraum
vom Querschnitt der Kappe umschlossen ist.

Auf Abb. 37c verlduft die Horizontalebene durch alle drei visuell abgrenzbaren Anteile
des Segments, d.h. durch die Kappe, das mittlere Zellband und die Basis.

Das durch einen Pfeil markierte, ovale rote Areal entspricht der angeschnittenen Basis.
Zirkuldr um diesen Bereich erstreckt sich das mittlere Zellband, das die Basis von der

aufliegenden Kappe separiert. Die Kappe umschlieBt die Basis auch bei dieser Ansicht.
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Abb. 35

Frontaler Querschnitt durch das

Segment ITO3

Abb. 37a
Horizontaler Querschnitt durch

die Kappe des Segments ITO3

Abb. 37¢

Horizontaler Querschnitt durch alle drei

Anteile der ITO3, d.h. Kappe, Zellband

und Basis

Sagittaler Querschnitt durch das
Segment ITO3

1."“
e

5

Abb. 37b
Horizontaler Querschnitt durch das

mittlere Zellband und die Kappe der ITO3
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Abb. 38 stellt die Umzeichnung des segmentierten Tu sowie des VStrF, basierend auf
dem Lumogramm 1223, in einem frontalen Querschnitt dar. Der Abstand zum Zentrum
der ac betragt 2,84 mm.

Die vertikal verlaufenden Linien a bis ¢ spiegeln die sagittalen Schnittebenen wieder, die
den Abb. 39 a bis ¢ zugrunde liegen. Die horizontal verlaufenden Linien a und b
entsprechen den horizontalen Querschnitten auf Abb. 40 a und b.

Die Gliederung der ITOs in Kappe, Zellband und Basiselement ist deutlich. Die typische
Glockenform ist gut ausgepragt. Der Acb steht in direkter Beziehung zu den medialen
Segmenten des Tu.

Die sagittalen Querschnitte durch die hellblau, grau und gelb kodierten Segmente ITO 5,
1 und 4 auf den Abb. 39 a bis c bestédtigen den Befund aus Abb. 36, dass die ITOs auch in
sagittaler Richtung bogenformig gestaltet sind. In allen drei Féllen verlduft das mittlere
Zellband nicht parallel zur pialen Oberfliche. Das Segment ITO1 auf Abb. 39b zeichnet
sich auf diesem Schnitt im Vergleich zu den anderen beiden Segmenten ITO 4 und 5
durch eine kompliziertere Struktur aus. Es setzt sich aus zwei glockenférmigen
Elementen zusammen.

Auf Abb. 40a sind alle drei Anteile des orange kodierten Segments ITO2 horizontal
angeschnitten. Benachbarte ITOs sind ausgeblendet. Medial ist das VStrF angeschnitten.
Wie zuvor beim rot kodierten Segment ITO3 ergibt sich das typische Bild eines zentral
liegenden Kerns, welcher dem Querschnitt der Basis entspricht, und eines zirkuldr
verlaufenden Spaltraums, der das mittlere Zellband représentiert. Diese Elemente sind
von der Kappe umschlossen.

Dieser Befund gilt auch fiir die anderen Segmente des Tu. Auf Abb. 40b wird dies
besonders bei den grau, rot, braun und hellgriin markierten, horizontal angeschnittenen
Segmenten ITO 1, 3, 6 und 9 deutlich.

Die ITOs weisen in allen drei Ebenen die typische Gliederung in Kappe, mittleres
Zellband und Basis auf. Durch den bogenférmigen Verlauf wird die Basis von der Kappe
umschlossen, so dass die Glockenform entsteht. Das mittlere Zellband separiert dabei in

allen drei Ebenen deutlich Kappe von Basis.
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Abb. 38 Frontaler Querschnitt durch das segmentierte Tu und das VStrF

Abb. 39a Abb. 39b

Sagittaler Querschnitt durch das Sagittaler Querschnitt durch das
Segment ITOS Segment ITO1

101



Abb. 39¢

Sagittaler Querschnitt durch das

Segment [TO4

:h-:]' e -
i s
\@,_Lj 5

Abb. 40a

Horizontaler Querschnitt durch das

Segment ITO2

Abb. 40b Horizontaler Querschnitt durch das segmentierte Tu
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4.3. Abmessungen des segmentierten Tuberculum olfactorium

4.3.1. Antero-posteriore Ausdehnung des CD15-immunreaktiven Tu

Die antero-posteriore Ausdehnung des CD15-immunreaktiven Tuberculum olfactorium
(Tu) wurde durch Multiplikation der Schichtdicke mit der Anzahl der Schichten

bestimmt.

Antero-posteriore Ausdehnung
= 20 x 10” mm (Schnittdicke)
= Anzahl der zu beriicksichtigenden Schnitte
= 1338 (Nr. des letzten Schnitts, auf dem ein Segment des Tu
nachgezeichnet wurde) — 1012 (Nr. des ersten bearbeiteten Schnitts)

= 326

Die antero-posteriore Ausdehnung aller ITOs betrigt: 20 x 10 mm x 326 = 6,52 mm.
Der Schrumpfungsfaktor von ca. 50% ist nicht beriicksichtigt. Der Wert der antero-
posterioren Ausdehnung bezieht sich daher auf die in Paraffin eingebetteten und

geschrumpften Schnitte.

4.3.2. Berechnung der Oberfliche und des Volumens

Das in 3.7.5. beschriebene Polygonmodell jeder generierten dreidimensionalen zerebralen
Struktur besteht aus Punkten und Fldchen. Die Aussenhiille des Polygonmodells, die aus
den Begrenzungen der zerebralen Strukturen resultierte, ist in kleine Dreiecke aufgeteilt
(sieche Abb. 6a).

Die Anzahl der Punkte aller dargestellten dreidimensionalen Strukturen betrigt 157247,
wihrend die Anzahl der Fliachen 319593 betrdgt. Daraus wird ersichtlich, dass das
Verhiltnis zwischen Punkten und Fldchen anndhernd 1:2 ist.

Das Modul ,,CalcAreaVolume* der Software Amira berechnete sowohl die Oberflache
als auch das Volumen jeder dreidimensionalen Struktur. Da die Oberflichenwerte und
Volumina von der Anzahl der durchgefiihrten Glattungen und dem damit resultierenden

verdnderten Oberflichenverlauf abhéingig sind, werden die entsprechenden Werte von
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ungeglétteten, dreidimensionalen Rekonstruktionen in Tabelle 2 mit denen von 40
Glattungen in Tabelle 3 verglichen.

In Tabelle 2 und 3 steht unter ,,ITO* die Kennzeichnung jedes Segments des Tu. Die
Kennzeichnung enthilt die Information iiber die Farbe der generierten dreidimensionalen
Struktur, sowie liber die Reihenfolge, in der die ITOs von anterior nach posterior erstmals
auftauchen.

Unter ,,Triangles* ist die Anzahl der Dreiecke angegeben, aus denen sich das
Polygonmodell jeder zerebralen Struktur zusammensetzt. Sie ist unabhédngig von den
Glattungen.

,Area“ steht fiir Oberfliche und gibt diese in Pixel® an. Der korrespondierende Wert in
mm” ist unter ,,Area2“ eingetragen.

Bei ,,Volume* ist das Volumen der jeweiligen dreidimensionalen Struktur abzulesen. Die
verwendete Einheit ist hierbei Pixel’. Unter ,,Volume2“ ist das Volumen in mm?’

eingetragen.
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ITO Triangles Area / pix” Area2 / mm’ Volume / pix’> | Volume2 / mm’
ITO 1 grau 34120 284599 113,84 1,85404 x 10° 14,832
ITO 2 orange 38360 328208 131,283 1,6024 x 10° 12,819
ITO 3 rot 26114 228315 91,326 1,43927 x 10° 11,514
ITO 4 gelb 19738 172064 68,826 907889 7,263

ITO 5 hellblau 52720 466183 186,473 2,15501 x 10° 17,24

ITO 6 braun 20302 172175 68,87 902871 7,223

ITO 7 griin 12848 121439 48,576 613385 4,907

ITO 8 bordeaux 12904 107371 42,948 482433 3,86

ITO 9 hellgriin 15798 153705 61,482 1,08479 x 10° 8,678
Summe 232904 2,034 x 10° 813,624 11,042 x 10° 88,336
Tab. 2: Oberflichenwerte und Volumina der dreidimensionalen, rekonstruierten

Segmente des Tu bei ungeglitteter Oberflache

(Einheiten: Area in Pixelz, Area2 im mmz, Volume in Pixel3, Volume? in mm3)

ITO Triangles Area / pix” Area2 / mm” Volume / pix’ | Volume2 / mm’
ITO1 grau 34120 225729 90,292 1,82905 x 10° 14,632
ITO2 orange 38360 235730 94,292 1,564 x 10° 12,512
ITO3 rot 26114 175149 70,06 1,43891 x 10° 11,511
ITO4 gelb 19738 128240 51,296 894564 7,157
ITOS hellblau 52720 334926 133,97 2,08574 x 10° 16,686
ITO6 braun 20302 129241 51,696 893999 7,152
ITO7 griin 12848 919422 36,777 591501 4,732
ITOS8 bordeaux 12904 79987,9 31,995 474091 3,793
ITO9 hellgriin 15798 116165 46,466 1,05495 x 10° 8,44
Summe 232904 1,517 x 10° 606,844 10,827 x 10° 86,615
Tab. 3: Oberflichenwerte und Volumina der dreidimensionalen, rekonstruierten

Segmente

des Tu

(Wiederholungen)

ber geglitteter

Oberfliche mit

40 Iterationen

(Einheiten: Area in Pixelz, Area2 im mmz, Volume in Pixel3, Volume? in mm3)
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Die Anzahl der Dreiecke, aus denen sich die Polygonmodelle der dreidimensional
rekonstruierten zerebralen Strukturen zusammensetzen, sowie die Anzahl der Punkte und
Flachen aller dargestellten dreidimensionalen Strukturen, bleiben, unabhingig von der
Glattung, konstant.

Die Oberflichenwerte und Volumina der Polygonmodelle der segmentierten zerebralen

Strukturen zeigten nach der Glittung deutliche Unterschiede (siche Tab. 4).

Wert nach 40 Glittungen im Vergleich zum Wert ohne Gléttung

ITO Oberfliache Volumen
ITO1 grau -20,69 % -1,35%
ITO2 orange -28,18 % -24%

ITO3 rot -23,29% - 0,03 %
1TO4 gelb -2547 % - 1,46 %
ITOS hellblau -28,16 % -321%
ITO6 braun -24.94 % - 0,98 %
ITO7 griin -243% -3,57%
ITO8 bordeaux -255% -1,74 %
ITO9 hellgriin -24,42 % -2,74 %
Durchschnitt -2542 % -1,95 %

Tab. 4: Oberflichenwerte und Volumina der dreidimensionalen rekonstruierten
Segmente des Tu bei 40 Glédttungen im Vergleich zu den entsprechenden Werten

bei ungeglatteter Oberflache

Alle Polygonmodelle der dreidimensional rekonstruierten Segmente des Tu hatten
ungeglattet die groffte Oberfliche. In der Summe hat das generierte dreidimensionale
Modell aller ITOs eine Oberfliche von 813,624 mm?” Bei einer Glittung mit 40
Iterationen reduzierte sich der Wert fiir die Oberflache um durchschnittlich 25,42 % (z.B.
bei ITO4 von 68,826 mm® auf 51,296 mm? bei 40 Iterationen). Der Oberflachenwert des
Segments ITO1 wurde am wenigsten reduziert (- 20,69 %), wihrend der Oberflachenwert
des Segments ITO2 am stérksten reduziert wurde (- 28,18 %).

Genauso wie die Oberflache hatte auch das Volumen der Polygonmodelle ohne Gléittung
den grofiten Wert. Summiert man alle Volumina der ungeglitteten dreidimensionalen
Modelle der ITOs des Tu, so erhdlt man den Wert 88,336 mm°. Nach 40 Glattungen
verringerte sich bei der Berechnung das Volumen gegeniiber den Vergleichswerten bei

den Rekonstruktionen ohne Gléittung um durchschnittlich 1,95 %. Das Volumen des
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dreidimensionalen Gittermodells der ITO3 nahm am wenigsten ab (- 0,03 %), wéhrend
das Volumen des Polygonmodells der ITO7 am meisten abnahm (- 3,57 %)).

Vergleicht man die Volumina der dreidimensionalen, rekonstruierten ITOs bei
ungeglatteter Oberfldche miteinander, so stellt man fest, dass die lateral liegende ITOS5
das groBte Volumen besitzt (17,24 mm?®).

Obwohl die ITO9 erst 4,02 mm vor dem Zentrum der ac angeschnitten wird, besitzt sie
weder die kleinste antero-posteriore Ausdehnung noch das kleinste, errechnete Volumen.
Die ITOS, die 5,02 mm vor dem Zentrum der ac und somit 1 mm vorher angeschnitten
wird, hat die kleinste antero-posteriore Ausdehnung und besitzt das kleinste, errechnete
Volumen von 3,86 mm’.

Fiir die ITOs gilt, dass das Volumen von der antero-posterioren Ausdehnung abhingig
ist. So besitzen Segmente mit groBerer Distanz zum Zentrum der ac ein groBeres
Volumen als erst weiter hinten angeschnittene Segmente. Wie oben beschrieben bilden
die ITOS und die ITO9 hierbei eine Ausnahme. Eine Erkldrung hierfiir konnte sein, dass
die ITOS5 am stiarksten von der typischen Glockenstruktur der ITOs abweicht (siche
4.1.2)).

Es wurde bereits festgestellt, dass zwischen den lateralen Inseln (ITOs 1, 2, 3, 5 und 9)
und den medialen Inseln (ITOs 4, 6, 7 und 8) ein deutlicher Gradient erkennbar ist (siche
4.1.2.). Im Vergleich mit den lateralen ITOs bestechen die medialen Inseln durch eine
schwichere CD15-IR und deutliche Unterbrechungen. Mit Hilfe der Software Amira
konnte untersucht werden, wie sich die Volumina zwischen den medialen und den
lateralen ITOs bei ungeglétteter Oberflache unterscheiden.

Die lateralen Inseln haben ein errechnetes Gesamt-Volumen von 65,083 mm® bei einem
durchschnittlichen Einzel-Volumen von 13,017 mm’. Die medialen Inseln besitzen ein
wesentlich kleineres, errechnetes Gesamt-Volumen von 19,779 mm® bei einem
durchschnittlichen Einzel-Volumen von 5,813 mm’. Erkldrungen fiir diesen Umstand
sind:

1. die geringere antero-posteriore Ausdehnung der medialen Inseln

2. die zahlreichen Unterbrechungen innerhalb der ITOs der medialen Inseln

3. die geringere Anzahl der Segmente.

Somit wird deutlich, dass zwischen den medialen und den lateralen Inseln des
immunreaktiv markierten Tu sowohl Unterschiede in der CD15-Expression als auch in

der Morphologie bestehen.
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5. Diskussion

Das Tuberculum olfactorium (Tu) stellt ein Areal in der Ubergangsregion von orbitofrontalem
und medialem temporalen Kortex einerseits und basalen Vorderhirnkernen andererseits dar.
Aufgrund seiner schwierigen Abgrenzbarkeit, der strukturellen Unterschiede bei
verschiedenen Spezies und der sehr unterschiedlichen, funktionellen Konzepte ist seine Rolle
auch heute noch weitgehend unklar (Talbot et al., 1988).

Ziel dieser Arbeit war es, das Tu und seine dank der CDI5-Immunreaktivitit (IR)
erkennbaren Subareale zu segmentieren, gegeniiber den Nachbarschaftsstrukturen
abzugrenzen und dreidimensional zu rekonstruieren.

Wegen der hohen Schnittdichte und den entsprechend hohen Schnittzahlen wurde diese
Untersuchung an nur einer Schnittebene durchgefiihrt. Die Zwischenschnitte wurden zum

Nachweis anderer Antigene (siche Tab. 1) verwendet.

5.1. Das CD15-Epitop

Fiir die chemoarchitektonische Analyse des Tu des erwachsenen Hundes wurden im Rahmen
dieser Arbeit verschiedene Antikorper verwendet. Die Auswahl der Antikorper richtete sich
danach, ob sich das Tu aufgrund seiner IR von Nachbarschaftsstrukturen abgrenzen liefl und
ob im Expressionsmuster Hinweise flir die Binnengliederung des Tu vorlagen. Unter diesen
verschiedenen Antikdrpern zeigte derjenige, der gegen das CDI15-Epitop [Synonyme:
Trisaccharid 3(o)-Fucosyl-N-Acetyl-lactosamin (FAL), X-hapten, Le”, Lacto-N-Fucopentose
III (Mai et al., 1999; Mai, 2002)] gerichtet war, die informativsten Befunde.

Urspriinglich 1st die Gruppe von Antikorpern, die spezifisch an das Trisaccharid 3(o)-
Fucosyl-N-Acetyl-lactosamin binden, von den ,,International Leucocyte Typing Workshops*
im ,,Cluster of Differentiation 15 (CD15)* zusammengefasst worden (Skubitz et al., 1989). In
der vorliegenden Arbeit beziehen sich die Begriffe ,,CD15% und ,,CD15-Epitop* nicht auf den
Antikdrper, sondern auf das o.g. Trisaccharid.

Das CDI15-Epitop bildet die distale Kohlenhydratsequenz von Glycoproteinen und
Glycolipiden. Es spielt als Mediator zwischen den Molekiilen (Kornfeld und Kornfeld, 1976
und 1985; Hakomori, 1981; Feizi, 1985; Bourrillon und Aubery, 1989), bei Zellerkennungs-
und bei Zell-Zell-Adhédsionsprozessen eine grofle Rolle (Sharon, 1980; Rauvala, 1983;
Edelman, 1983 a, b und 1992; Rutishauser, 1983; Yamamoto et al., 1985; Jessel et al., 1990).
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Das CDI15-Epitop konnte im Rahmen zahlreicher Studien in neuronalem Gewebe
nachgewiesen werden (Reifenberger et al., 1987; Mai und Reifenberger, 1988; Bartsch und
Mai, 1991; Gocht, 1993; Andressen und Mai, 1995; Andressen et al., 1998; Arnhold et al.,
2001). Am olfaktorischen System wurde mit Hilfe der CDI15-IR die Entwicklung
olfaktorischer Strukturen untersucht (Plank und Mai, 1992; Andressen et al., 1998; Arnhold et
al., 2001). Die daraus gewonnenen Befunde spielen fiir diese Arbeit allerdings keine Rolle.
Eine genaue Untersuchung der zentralen olfaktorischen Strukturen, insbesondere des

priméren Riechkortex, steht noch aus.

5.2. Organisation und Rekonstruktion des Tu

Im Rahmen der Analyse der CD15-IR gelang es erstmals das Tu des Hundes gegeniiber den
Nachbarschaftsstrukturen abzugrenzen und seinen Strukturaufbau genauer zu untersuchen. Es
zeigte sich eine stereotype Binnengliederung in neun sog. Inseln. Thre Segmentierung und
dreidimensionale Rekonstruktion lieferte neben dem Nachweis der Stereotypie im Aufbau des
Tu des Hundes auch neue Befunde zur rdumlichen Ausdehnung der Inseln und der
Beziehungen zu benachbarten zerebralen Strukturen (s.u.).

Voraussetzung hierfiir war, dass in die Generierung des 3D-Modells neben den neun Inseln
des Tu das ventrale striatale Feld (VStrF) einbezogen wurde. Dieses umfasst Nucleus
accumbens (Acb), Capsula interna (ic), Nucleus caudatus (Cd), Globus pallidus (GP), ICiM
(Insula Calleja Magna), Pu (Putamen), substriatale Inseln (SStr) und die vordere Kommissur
(ac).

Die Rekonstruktion des Tu setzte sich aus 326 Schnitten mit einer Dicke von jeweils 20 um
zusammen. Dies entspricht einer antero-posterioren Ausdehnung von 6,52 mm. Der
Schrumpfungsfaktor von ca. 50 % nach Paraffin-Einbettung wurde hierbei nicht
berticksichtigt.

Die medio-laterale Segmentierung des immunreaktiv markierten Tu erfolgte visuell aufgrund
von immunhistochemischen Kontrasten und Strukturunterschieden im CD15-Bild und im
Synaptophysin-Bild. Das immunreaktive Material stellte sich in sehr charakteristischen,
reiterierenden Mustern dar, so dass zwischen der pialen Oberfliche und dem ventralen
Striatum (VStr) neun glockenformige Elemente gleichartigen Aufbaus beschrieben wurden.
Die neun glockenférmigen Elemente wurden entsprechend dem Auftreten in antero-
posteriorer Richtung mit der Benennung Insulae terminales olfactoriae 1-9 (ITO 1-9) versehen

(siehe Abb. 16a). Das am weitesten lateral gelegene Segment ITOS bildete hinsichtlich seiner
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Struktur eine Ausnahme, da es am stirksten von der Glockenform abwich (sieche Abb. 13 a
und b).

Die mittels der CDI15- und Synaptophysin-IR erkennbaren Strukturen, d.h. ihre
glockenformige Organisation, entspricht den Befunden, die 1in Nissl-gefdrbten
Frontalschnitten des Tu bei der Katze erhoben wurden (siche Abb. 1 bei Talbot et al., 1988).
Dort resultiert diese Gliederung aus Unterbrechungen in Lamina II und III, die durch
eingelagerte Kornerzell-Cluster und suprainsulare Zonen verursacht wurden. In den
suprainsularen Zonen in Lamina III wurden sog. Satelliten-Neurone und Fasern aus dem GP
nachgewiesen (Talbot et al., 1988).

Jedes einzelne glockenformige Element konnte aufgrund unterschiedlicher Expressionsmuster
im CDI15- und Synaptophysin-Bild in eine Basis, ein mittleres Zellband und eine Kappe
gegliedert werden. Dadurch wurde erstmalig eine klare Organisation des Tu beim Hund
deutlich.

Weitere Befunde hinsichtlich der Struktur des Tu des Hundes und der rdaumlichen
Ausdehnung der ITOs erhielt man durch die dreidimensionale Rekonstruktion.

Es handelt sich beim Tu des Hundes um eine klar organisierte, in neun Inseln gliederbare
Struktur, die einen geschlossenen, einheitlichen Charakter besitzt.

Ramoén y Cajal (1904) und Herrick (1924) beschrieben das Tu als erhabene, ovale Struktur.
Dieser Befund bezog sich lediglich auf die Vorwdlbung an der Basis der GroBhirnoberfliche.

Ramén y Cajal (englische Ubersetzung von 1955) teilte das Tu in drei rostro-kaudale
Abschnitte, die jeweils in einen medialen, intermedidren und lateralen Teil unterteilt wurden.
Die Zugehorigkeit des kaudalen Abschnitts zum Tu ist fraglich, da dieser Abschnitt dem
horizontalen Schenkels des Kerns des diagonalen Bands (db) zuzurechnen ist (Humphrey,
1936; Fox, 1940; Crosby und Humphrey, 1941; Stephan, 1975). Die Aufteilung des Tu von
Ramoén y Cajal wurde von zahlreichen Autoren in ihren Studien iibernommen (Loo, 1931;
Humphrey, 1936; Young, 1936; Fox, 1940; Schnitzlein, 1966). Die Relevanz dieser
Aufteilung fiir die Organisation des Tu ist anzuzweifeln.

Zahlreiche Autoren haben das Tu des Menschen aufgrund von Strukturdifferenzen in einen
rostralen (Toll), mittleren (Tol2) und kaudalen (Tol3) Bezirk gegliedert (Popoff und Popoff,
1929; Rose, 1929; Crosby und Humphrey, 1941). Im 3D-Modell des Tu des Hundes lagen
dagegen keine Hinweise dafiir vor, dass eine antero-posteriore Gliederung des Tu aufgrund
von Stukturdifferenzen vorgenommen werden kann.

Meyer und Wahle (1986) und Wahle und Meyer (1986) teilten das Tu der Katze in einen

kortikalen Teil und eine Kappen-/ Hilus—Region auf. Der von Meyer und Wahle verwendete
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Begriff ,,Kappen-Region* entspricht nicht dem in dieser Arbeit verwendeten Begriff ,,Kappe®,
der sich auf die glockenformigen Elemente bezieht und in der Lamina III liegt. Die Kappen-
Region bei Meyer und Wahle umfasst ein Areal aus Pyramidenzellen, Zwergzellen und
Kornerzell-Clustern, die mit mittelgroen und groBen Neuronen assoziiert sind. Die Anzahl
der Kappen-Regionen belduft sich beim Hasen auf 3-4, bei der Katze und beim Igel auf 8-9
(Meyer et al., 1989). Die Lage der Kappen-Regionen ist nicht genau definiert, so dass die von
Meyer und Wahle (1986) und Wahle und Meyer (1986) vorgenommene Gliederung des Tu
keinen direkten Vergleich mit den Befunden in dieser Arbeit zulaft.

Bei einer Ansicht des 3D-Modells von ventral und dorsal wurde deutlich, dass sich das
segmentierte Tu trichterformig nach hinten ausweitet. Wie auf den von Singer (1961)
publizierten Horizontalschnitten verdeutlicht ist der hintere Abschluss des Tu beim Hund
abrupt. Die hintere Begrenzung liegt in einem Winkel von ca. 10° zur frontalen Schnittebene
(siehe Abb. 30 a und b).

Der seitliche Rand des segmentierten Tu ist breitflichig und wird von einem lidngsovalen
Abschlusselement gebildet. Dies steht in deutlichem Unterschied zum medialen Rand, wo das
Abschlusselement zipfelformig nach dorsal ausgezogen erscheint (siche Abb. 27a und 29a).
Mit Ausnahme der Insel ITO9, die komplett in der hinteren Hélfte des Tu liegt und als einzige
Insel keinen Bezug zum vorderen Tu hat, nimmt die antero-posteriore Ausdehnung der ITOs
ab je weiter medial die Inseln liegen.

Innerhalb des segmentierten Tu des Hundes wurde ein medio-lateraler Gradient deutlich
(siehe 5.7.). Im Vergleich mit dem lateralen Teil des Tu fiel der mediale Teil durch eine
schwichere CD15-IR und deutliche Unterbrechungen zwischen den ITOs auf, was jedoch
nicht das Bild einer einheitlichen Struktur beeintrdchtigt. Die Unterbrechungen waren
innerhalb der ITOs und zwischen den ITOs zu erkennen. Einige Unterbrechungen in der
Kontinuitdt der ITOs wurden durch Blutgefie verursacht. In anderen Fillen war keine
Ursache zu erkennen (siche Abb. 33d und 34d). Meyer et al. (1989) beschrieben
Unterbrechungen im Tu, die durch eintretende Blutgefd3e aus der Arteria cerebri anterior, der
Arteria communicans anterior und der Arteria cerebri media verursacht wurden. Die
Unterbrechungen wurden besonders im lateralen Teil des Tu beobachtet. Dies steht im
Gegensatz zu den Befunden aus dem CD15-Bild beim Hund, in dem vor allem im medialen

Teil des Tu penetrierende Blutgefafle auffillig waren.

111



Die dreidimensionale Rekonstruktion des Tu lieferte auch neue Informationen {iiber die
Lagebeziehung des Tu zu benachbarten Strukturen.

Die Abgrenzung des Tu von seiner Umgebung ist weitgehend unstrittig. Seine rostrale
Begrenzung wird durch den Nucleus olfactorius anterior (AO) (Millhouse und Heimer, 1984)
bzw. das Trigonum olfactorium (OTr) (Meyer et al., 1989) bestimmt. Der piriforme Kortex
(Pir) stellt die laterale Begrenzung des Tu dar. Die mediale Begrenzung wird durch die Taenia
tecta (TT), das Septum pellucidum (SP) und das db gebildet (Rose, 1929). Die dorsale
Begrenzung des Tu erweist sich aufgrund von Zellbriicken zwischen dem Acb und dem Tu als
schwierig (Millhouse und Heimer, 1984).

Die bislang bei Sdugern publizierten Arbeiten zur Organisation des Tu bezogen sich meist auf
das Tu selbst (Meyer und Wahle, 1986). Das Expressionsmuster von CDI5 zeigte
demgegeniiber ausgeprigte systematische Beziehungen zwischen den ITOs und dem medialen
und lateralen Acb (siche Abb. 16a und b). Diese Beziehung erfolgt iiber die Zwischenzone,
die die Lamina III und das VStr verbindet. In diesem von Talbot et al. (1988) als
supratuberkuldre Zone bezeichneten Areal wurden von mehreren Autoren Zellbriicken
zwischen VStr und Tu beschrieben (Obenchain, 1925; Rose, 1926; Humphrey, 1936; Young;
1936; Fox, 1940). Diese Zellbriicken entsprechen Acetylcholinesterase-positiven
Verbindungen (,,Pencils of Wilson*) (Wilson, 1972; Heimer und Wilson, 1975). In dieser
Arbeit wurde eine Kolokalisation der Zellbriicken mit CD15-positivem Material nicht
untersucht. In der vorliegenden Studie zeigte sich eine zunehmend verminderte Ausdehnung
der supratuberkuldren Zone von rostralen zu kaudalen Abschnitten. Im hinteren Bereich

erscheint die ventrale Begrenzung des rekonstruierten Acb weitgehend vom Tu abgehoben.

5.3. Schichten innerhalb des Tu

Die zytologische Untersuchung ergab, dass die in dieser Arbeit beschriebene Gliederung des
Tu in Basis, mittleres Zellband und Kappe den drei Zellschichten der Rinde des Tu entspricht:
Molekulare Schicht (Lamina I), Pyramidenzellschicht (Lamina II) und multiforme Schicht
(Lamina IIT) (Ramoén y Cajal, 1904; Krieger, 1977, 1980 und 1983; Solano-Flores et al., 1980;
Josephson et al., 1997). Diese Schichtung ist fiir den priméren olfaktorischen Kortex (Olf)
typisch (Price, 2004).

Bei allen im CD15-Bild trilaminaren ITOs liegt die Basis in Lamina I. Ab 6,14 mm vor dem
Zentrum der ac liegen mit Ausnahme des lateralen Segments ITOS, das dem Tractus

olfactorius lateralis (lo) teilweise anliegt, alle Segmente der pialen Oberfldche breitbasig auf.
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Im Gegensatz zum zytologischen Befund ist die Basis im CD15-Bild nicht homogen, sondern
weist auf vielen Schnittebenen eine Gliederung auf, die durch zwei Schichten
unterschiedlicher IR geprégt ist. Eine Zweischichtung in der Lamina I des Tu wurde auch von
Josephson et al. (1997) beschrieben, die die molekulare Schicht in Lamina IA und IB teilten.
Der strukturelle Hintergrund fiir die von Josephson et al. (1997) vorgenomme Gliederung der
Lamina I ist unklar.

Aus dem Synaptophysin-Bild (siche Abb. 24) 14t sich ableiten, dass in der Lamina I eine
Synapsenzone vorliegt, iiber die Fasern aus dem lo mit der Lamina II in Verbindung stehen.
Im MBP-Bild (siehe Abb. 23) ist in der Basis eine Vierschichtung zu erkennen. Die ITOs sind
von stark immunreaktiven Markfasern aus dem lo, die sich bis zur medialen
Hemisphiarenwand erstrecken, unterfiittert. Neben dieser pianahen, stark immunreaktiven
Schicht liegt im Bereich der Basis noch eine weitere MBP-positive Schicht vor (siehe Pfeil
auf Abb. 23), in der Fasern aus dem lo iiber eine Synapsenzone (s.0.) mit der Lamina II in
Verbindung stehen (siehe 5.9.).

Das mittlere Zellband wird von der Lamina II, zwischen Basis und Kappe gelegen, gebildet.
Auf vielen Schnittebenen ist es durch diinne, radiale Streifen aus Basis und Kappe
stellenweise unterbrochen. Diese Schicht ist stark gefaltet und vermittelt so das auffallendste
Strukturmerkmal des Tu. Zwischen den ITOs ist die Lamina II stellenweise unterbrochen.

Bei der Ratte haben die Pyramidenzellen der Lamina II einen Durchmesser von 10-16 um. Sie
erscheinen in Kresylviolett-gefarbten Gehirnschnitten homogen mit leicht gefarbtem
Zytoplasma um einen kriftig gefarbten Kern (Millhouse und Heimer, 1984). Bei der Maus
weist die Lamina II des Tu keine Unterbrechungen auf (Rose, 1929). Dem stehen Aussagen
gegeniiber, wonach die Lamina II durch Kornerzell-Cluster durchaus unterbrochen ist, wie es
in Kresylviolett-gefarbten Gehirnschnitten bei der Katze beobachtet wurde (Talbot et al.,
1988).

Die typische Glockenform der ITOs resultiert daraus, dass das mittlere Zellband und die Basis
in charakteristischer Weise von den Kappen, die in Lamina III liegen, bogenférmig
umschlossen sind. Anhand der rekonstruierten sagittalen Querschnitte wurde deutlich, dass
die Glockenform die gesamte Ausdehnung des Tu betrifft.

Die Kappen stehen (auf vielen Schnittebenen) iiber fingerformige Ausziehungen aus dem
VStr mit dem Acb in Kontakt. Die zahlreichen Verbindungen zwischen dem Tu und dem Acb
besitzen dasselbe CD15-Expressionsmuster wie die Kappen des Tu und der ventrale Acb
(vAcb), was eine striatale Organisation im Bereich der Kappen der ITOs vermuten 148t (siche

5.10.).
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Es stellt sich die Frage, ob sich anhand der o.g. Befunde eindeutig sagen ldsst, dass das Tu
eine kortikale Struktur darstellt. Aufgrund der Lamination wurde das Tu als Teil des Kortex
angesehen (Stephan, 1975; Danner und Pfister, 1981c). Erstmals wurde die fiir das Tu
typische Schichtung bei makrosmatischen Sdugern beschrieben (Ganser, 1882; Calleja, 1893;
Ramon y Cajal, 1904 und 1911). Die Lamination des Tu ist allerdings nicht bei allen Spezies
gut erkennbar. Bei Monotremen ist die Schichtung nur angedeutet (Ashwell, 2006). Beim
Primaten, mit Ausnahme des Menschen, liel sich im Tu entweder keine kortikale
Organisation nachweisen (Crosby und Humphrey, 1941; Allison, 1954; Meyer et al., 1989),
oder sie wurde nur im lateralen Teil des Tu festgestellt (Filimonov, 1964; Sarkisov et al.,
1955; Stephan, 1975; Meyer et al., 1989; Price, 2004). Neben dem Umstand des zuweilen
fragwiirdigen Nachweises einer Lamination wurde auch auf das Fehlen einer fiir den Kortex
charakteristischen tangentialen und radialen Organisation hingewiesen (Blackstad, 1967,
Pigache, 1970). Das Tu des Hundes kann dagegen aufgrund der Befunde aus dem CD15-Bild
durchaus als Struktur mit kortikalem Charakter angesehen werden. Die Befunde aus dem
CD15-Bild schlieBen trotz des kortikalen Charakters des Tu beim Hund eine mogliche
striatale Organisation innerhalb der Kappen der ITOs nicht aus. Dieser Auffassung waren
auch zahlreiche Autoren, die das Tu als ventrale Komponente des Striatums beschrieben

haben (Beccari, 1910 und 1911; Economo und Koskinas, 1925; Macchi, 1951).

5.4. Zellen innerhalb des Tu

Bei der Ratte sind die haufigsten Neurone im Tu mittelgro und besitzen einen dichten
Dornbesatz (Millhouse und Heimer, 1984). Die Somata dieses Zelltyps sind vorwiegend in
den Laminae II und III lokalisiert und bilden Zellbriicken zum Acb, Pu und Cd (Millhouse
und Heimer, 1984). Die Axone der mittelgroen Zellen verlaufen in Lamina III und geben
zahlreiche Kollateralen ab.

Millhouse und Heimer (1984) beschrieben im Tu auBlerdem grofe Zellen, die sich im
Dornbesatz unterscheiden und die in allen drei Schichten des Tu zu finden sind.

Neben den mittelgroBen und grofen Neuronen kommen im Tu der Ratte drei Typen kleiner
Neurone vor, deren Somata hauptsidchlich in den Laminae I und II liegen: die Zwergzellen
(dwarf cells) in der Néhe der pialen Oberflache, die strahlenformigen Zellen (radiate cells)
und kleine Neurone mit dichtem Dornbesatz (Millhouse und Heimer, 1984).

Zu den kleinen Neuronen konnen zusitzlich die Kornerzellen gerechnet werden, die zu den

kleinsten Neuronen im Gehirn gehoren (Ramon y Cajal, 1955; Sanides, 1957 und 1958). Sie
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bilden die homogenste Zellgruppe im Tu (Millhouse und Heimer, 1984). Zahlreiche
Rekonstruktionen von Schnittserien haben gezeigt, dass die Kornerzellen komplizierte
Strukturen (Cluster) bilden (Popoff und Popoff, 1929; Fox 1940) und hauptsidchlich in
Lamina III lokalisiert sind (Millhouse und Heimer, 1984; Millhouse, 1987).

Die Kornerzellen haben bei der Ratte einen Durchmesser von 5-8 um (Millhouse, 1987) bzw.
8-12 um (Millhouse und Heimer, 1984) und besitzen einen deutlichen Nucleolus. Die
wenigen, diinnen Dendriten (Millhouse und Heimer, 1984) haben eine Lange von weniger als
100 pm. Die Kornerzellen umgeben hiufig ein Areal, in dem grofe Neurone (Millhouse,
1987) mit pallidalem Charakter liegen (Fox et al., 1974; Meyer und Wahle, 1986). Dieses
Areal wird hiufig als Cluster-Kern bezeichnet.

Die Ansichten dariiber, was unter Kornerzell-Cluster zu verstehen ist, gehen weit auseinander.
Die Kornerzell-Cluster werden meist mit den Inseln von Calleja (ICj) gleichgesetzt (Gurdjian,
1925; Johnson, 1957 a,b; Hosoya, 1973; Fallon et al., 1978 und 1983; Ribak und Fallon,
1982; Fallon, 1983, Millhouse und Heimer, 1984; Young et al., 1984; Talbot et al., 1988).
Allerdings sollen von Calleja nicht die Kdrnerzell-Cluster, sondern verdickte, inhomogene
Abschnitte der Lamina II als ICj bezeichnet worden sein (Millhouse, 1987). Aufgrund der
vielen verschiedenen Definitionen der ICj sollte laut Millhouse (1987) die Bezeichnung
»Inseln von Calleja* nicht verwendet werden.

Die grofite Kornerzell-Dichte in den Clustern wurde medial gemessen (Talbot et al., 1988;
Meyer et al., 1989). Millhouse und Heimer (1984) beschrieben Ausdehnungen der Cluster bis
zur pialen Oberfliche. Meyer et al. (1989) wiesen auf Spezies-Unterschiede beziiglich der
Lage der Kornerzell-Cluster hin. Bei der Katze liegen die Cluster in der oberfldchlichen
Kappen-Region des Tu. Beim Igel und dem Hasen sind die Cluster in der Kappen-Region und
in Lamina III vertreten. Bei der Ratte wurden die Cluster sowohl in Lamina III (Meyer et al.,
1989), als auch in Lamina I nachgewiesen (Millhouse, 1987). Bei der Maus werden die
Cluster in allen drei Zellschichten angetroffen.

Die von den Kdornerzellen im Tu gebildeten Cluster variieren nicht nur hinsichtlich der Lage
und Haufigkeit, sondern auch in der GroBe und Form (Millhouse, 1987). Bei Monotremen
sind die Kornerzell-Cluster entweder klein und geringgradig entwickelt (Echidna) oder nicht
nachweisbar (Platypus) (Ashwell, 2006). Hinsichtlich der Form wurden sowohl ringférmige
Strukturen als auch parallel angeordnete Zellreihen beschrieben (Meyer et al., 1989). Talbot et
al. (1988) unterschieden bei der Katze fiinf voneinander unabhidngige Einheiten aus

Kornerzell-Clustern. Die dreidimensionale Rekonstruktion der Kornerzell-Cluster bei der
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Ratte 148t dagegen darauf schlieBen, dass die Cluster keine voneinander unabhdngigen
Einheiten darstellen (de Vente et al., 2001).

Die Insula Calleja Magna (ICjM), die zwischen Acb, Septum und dem db lokalisiert ist, stellt
auch ein Kornerzell-Cluster dar, hat aber im Gegensatz zu den anderen Kornerzell-Clustern
keine direkte Beziehung zum Tu (Calleja, 1893; Loo, 1931; Fox, 1940; Fallon et al., 1978;
Millhouse, 1987).

Aggregate von Kornerzellen wurden nicht nur in der ICjM und im Tu beschrieben, sondern
auch im Acb, der Substantia innominata (SI) und dem GP (Meyer et al., 1989). Das
Vorkommen von Kornerzell-Clustern aullerhalb des Tu wird mit der ontogenetischen
Entwicklung erklirt (Brockhaus, 1942 a und b; Sanides, 1957; Meyer et al., 1989).

Friithere Beschreiber waren der Meinung, dass das Auftreten und die Grofe der Kornerzell-
Cluster an die Entwicklung des olfaktorischen Systems gebunden ist. Allerdings wurden
Kornerzell-Cluster sowohl bei Makrosmatikern als auch bei Mikrosmatikern und
Anosmatikern nachgewiesen (Meyer et al., 1989).

Der Mensch gehort zur Gruppe der Mikrosmatiker und besitzt im Vergleich zu den
Makrosmatikern, wie z.B. dem Hund, ein gering entwickeltes olfaktorisches System (Stephan,
1975; Price, 2004), wodurch die Beschreibung der Organisation des Tu beim Menschen im
Vergleich zu anderen Spezies wesentlich schwerer féllt (Filimov, 1964; Stephan, 1975). Es
steht jedoch fest, dass die Kornerzell-Cluster beim Menschen im Vergleich zu anderen
Spezies die groBte Ausdehnung haben (Sanides, 1958; Hartz-Schiitt und Mai, 1991). Die
Entwicklung des olfaktorischen Systems ist somit flir das Auftreten von Kornerzell-Clustern

von geringer Bedeutung.

5.5. Afferenzen und Efferenzen der Kornerzell-Cluster

Die Dendriten und Axone der Kornerzellen verlaufen nur innerhalb der Cluster, wahrend die
Dendriten und Axone der groBeren Neurone im Clusterkern auch auflerhalb der Cluster
verlaufen (Millhouse, 1987). Es wird vermutet, dass die groferen Neurone und die
Kornerzellen im Cluster {iber Synapsen miteinander verbunden sind (Fallon et al., 1978;
Millhouse und Heimer, 1984; Meyer und Wahle, 1986; Millhouse, 1987; Meyer et al., 1989),
und die groBen Neurone die efferente Komponente der Cluster reprisentieren (Fallon et al.,
1983; Talbot et al., 1988). Fallon (1983) beschrieb Efferenzen zum ipsilateralen Tu, GP,
Septum, Pir, Amygdala (Amg), Area ventralis tegmenti (VTA), Hypothalamus (Hy) und
Thalamus (Th).
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Millhouse (1987) bestimmte mittels der Golgi-Impragnation und der Nissl-Farbung im Gehirn

der Ratte drei Typen von Afferenzen der Kornerzell-Cluster:

1. Afferenzen aus anderen Regionen des Tu, deren Kollateralen sich in der Peripherie der
Kornerzell-Cluster aufzweigen.

2. Afferenzen aus anderen Regionen des Tu, deren Kollateralen sich innerhalb der Cluster
aufzweigen.

3. Afferenzen aus den mittelgroBen Neuronen des Tu mit dichtem Dornbesatz, deren
Kollateralen sich innerhalb der Cluster aufzweigen und zu den Kornerzellen ziehen.

Weitere Afferenzen stammen aus anderen Regionen des Tu (Meyer et al., 1989), aus dem

Nucleus des lo (Luskin und Price, 1983), aus dem medialen Vorderhirn-Biindel (MFB)

(Meyer et al., 1989; Riedel et al., 2002) und aus der Substantia nigra (SN) und der VTA

(Fallon et al., 1978, 1983; Voorn et al., 1986). SchlieBlich sind in den Kornerzell-Clustern

cholinerge Fasern unbekannter Herkunft nachweisbar (Kimura et al., 1981; Mesulam et al.,

1984; Talbot et al., 1988).

Die Kornerzellen selbst sind vermutlich GABAerg (Krieger et al., 1983; Mugnaini und Oertel,

1985; Smith et al., 1987) und {iber gap junctions miteinander verbunden (Halliwell und

Horne, 1998). Aufgrund dieser elektrischen Synapsen kann eine durch Dopamin unterstiitzte

Zellsynchronisierung der Kornerzellen stattfinden (Bennett und Zukin, 2004).

5.6. Funktion der Kornerzell-Cluster

Uber die Funktion der Kornerzell-Cluster ist wenig bekannt. Im Unterschied zu anderen
Zellen des Tu, die viele Charakteristika striataler Zellen aufweisen, scheinen die Kornerzellen
in den Clustern keine iibereinstimmenden Merkmale mit den Neuronen im Striatum zu
besitzen (Millhouse, 1987). Die Kornerzellen erinnern eher an Neurone in hypothalamischen
Kernen (Szentagothai et al., 1972; Millhouse, 1979). Fallon et al. (1983), die Blutgefdfle in
den Kornerzell-Clustern nachgewiesen haben, vermuten eine sekretorische oder
neuroendokrine Funktion der Cluster. Alheid und Heimer (1988) vermuten eine Beteiligung
der Kornerzell-Cluster an kognitiven Prozessen und weisen ihnen eine Rolle bei
neuropsychiatrischen Erkrankungen zu. Andere Autoren vermuten eine Beteiligung der
Kornerzell-Cluster an der kardiovaskuldren Kontrolle (McKitrick et al., 1992; Calaresu et al.,
1994) und der GefaBregulation (Meyer et al., 1994).

Einen weiteren Hinweis auf die Funktion der Kornerzell-Cluster geben Untersuchungen der

Dopamin-Rezeptoren D;.s im Gehirn der Sduger (Halliwell und Horne, 1998). Es wurde

117



festgestellt, dass die grofte Ds;-Rezeptor-Dichte im Acb, im Tu und insbesondere in den
Kornerzell-Clustern vorliegt (Landwehrmeyer et al., 1993a; Diaz et al., 1995). In den
Kornerzell-Clustern wurden neben den Ds;-Rezeptoren auch D;-Rezeptoren nachgewiesen
(Diaz et al., 1995; Halliwell und Horne, 1998).

Als Folge der Ds-Rezeptor-Aktivierung werden u.a. Mitogenese, Reduktion der
Adenylylcyclase-Aktivitdt und Inhibition des Calcium-Stroms vermutet (Sokoloff und
Schwartz, 1995). Den Ds-Rezeptoren des Tu wird eine wichtige Rolle beim Kokain-Reward
und somit beim Drogenabusus zugerechnet (Kornetsky et al., 1991; Walker et al., 2002;
Ikemoto, 2003). Kokain blockiert die Dopamin-Aufnahme und erhéht somit die Dopamin-
Konzentration, wodurch die Aktivitidt der Dopamin-Rezeptoren gesteigert wird. Das Tu wird
beim Kokain-Reward als Trigger-Zone angesehen, wihrend der Acb eine integrative Zone
darstellt (Ikemoto, 2003). Hierbei spielt vor allem der mediale Teil des Tu eine Rolle
(Ikemoto et al., 2005).

5.7. Gradienten innerhalb des Tu

Die dreidimensionale Rekonstruktion des Tu beim Hund offenbarte einen geschlossenen

Charakter des Tu, der vor allem auf der einheitlichen, glockenformigen Struktur der ITOs

beruht. Beziiglich der Organisation der ITOs wiesen alle Inseln dieselbe Binnengliederung

auf.

Innerhalb des segmentierten Tu wurde ein medio-lateraler Gradient deutlich, der den

geschlossenen Charakter des Tu nicht beeintrachtigt. Im Vergleich mit den fiinf ITOs im

lateralen Tu bestechen die vier medialen Inseln durch eine schwichere CD15-IR, deutliche

Unterbrechungen zwischen den ITOs und innerhalb der ITOs, eine geringere antero-posteriore

Ausdehnung und ein geringeres errechnetes Gesamtvolumen.

Auf medio-laterale Gradienten im Tu von Makrosmatikern und Mikrosmatikern wurde bereits

in fritheren Studien verwiesen (Price, 1973; Heimer, 1978; Scott, 1981; Meyer und Wahle,

1986; Matsutani et al., 1989). Hierfiir wurden verschiedene Ursachen diskutiert:

1. Im lateralen Teil des Tu wurde eine hohere Dichte afferenter Fasern aus dem lo
festgestellt (Heimer, 1968; Price, 1973; Schwob und Price, 1978; Shipley, 1985). Dies
wurde auch im MBP-Bild des Tu des Hundes deutlich. Die pianahe immunreaktive
Schicht, die den afferenten Fasern aus dem lo entspricht, war medial wesentlich diinner als

lateral (sieche Abb. 23 und 25a).
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2. Bei der Ratte wurden medial und lateral unterschiedliche Aktivititen der Dopamin-
sensitiven Adenylatcyclase gemessen (Krieger, 1980).

3. Bei der Ratte und bei der Katze wurden medio-laterale morphologische und cytologische
Gradienten beschrieben (Schwob und Price, 1984; Meyer und Wahle, 1986; Wahle und
Meyer, 1986).

4. Bei den Kornerzell-Clustern wurde beobachtet, dass sie abhidngig von ihrer Lage im Tu
unterschiedliche Form und Zelldichte besitzen (Talbot et al., 1988).

5. Dem medialen Tu wurde eine wichtigere Rolle beim Kokain-Reward zugewiesen als dem
lateralen Teil (Ikemoto et al., 2005).

Neben den hdufig beschriebenen medio-lateralen Gradienten im Tu wurden dorso-ventrale

und kaudo-rostrale Gradienten beobachtet:

Bei der Ratte wurde ein dorso-ventraler Gradient von N-Methyl-D-aspartate- und alpha-

amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic Aminosduren-Bindungsstellen im Tu und

Acb festgestellt (Albin et al., 1992). Beim Affen wurde der Nachweis erbracht, dass ein

dorso-ventraler Gradient der Somatostatin-IR in der Lamina III vorliegt (Desjardins und

Parent, 1992).

Benowitz et al. (1988) stellten im Tu der adulten Ratte einen kaudo-rostralen Gradienten der

IR des Neuron-spezifischen Phosphoproteins GAP-43 (B-50) fest.

Die Gradienten innerhalb des Tu sprechen dafiir, dass sich das Tu aus verschiedenen

Untereinheiten zusammensetzt, die sich in ihrer Funktion unterscheiden.

5.8. Beziehung zwischen Tu und Cortex piriformis ( Pir)

Der Pir liegt lateral des lo und erstreckt sich vom kaudo-lateralen Teil des Frontallappens zum
rostralen dorso-medialen Teil des Temporallappens (Price, 2004). Im CD15-Bild besticht der
Pir durch drei deutlich voneinander abgrenzbare Zellschichten. Das mittig gelegene, CD15-
negative Pyramidenzellband des Pir separiert die infrapyramidale Lamina III von der relativ
diinnen, suprapyramidalen Lamina I. Die Lamina 1 des Pir ist iiber eine relativ breite
Synapsenzone, die im Synaptophysin-Bild in die Lamina I der ITOs iibergeht, mit dem
pianahen lo verbunden.

Aufgrund der medio-lateralen Expansion des CD15-immunreaktiven Tu schmiegt sich ab 4,58
mm vor dem Zentrum der ac das lateralste Segment ITOS dem Pir an, so dass das CD15-

negative Pyramidenzellband des Pir unmittelbaren Anschluss an das Pyramidenzellband des
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Tu gewinnt. Im Synaptophysin-Bild wird neben der Verbindung zwischen Pir und Tu noch
eine immunreaktive Verbindung zwischen Pu und Pir erkennbar.

Im Gegensatz zum CD15-Bild ist auf Abbildungen von Kresylviolett-gefarbten Schnitten des
Miusegehirns kein Ubergang des Pyramidenzellbands zwischen Pir und Tu erkennbar (Rose,
1929). Die Unterbrechung im Pyramidenzellband zwischen Pir und Tu beobachteten auch
Millhouse und Heimer (1984) bei der Ratte. Meyer et al. (1989) stellten dagegen bei
verschiedenen Spezies ein Pyramidenzellband ohne Unterbrechungen in Pir und Tu fest.

Im CD15-Bild und im Synaptophysin-Bild werden Verbindungen des Pir mit Pu, lo und Tu
deutlich. Inwiefern der Pir eine Rolle in der Weiterleitung olfaktorischer Informationen aus
dem lo zum Tu spielt, wird unter 5.9. diskutiert. Es wurde festgestellt, dass eine grofle Anzahl
von Afferenzen aus dem Pir innerhalb der Laminae I, II und III des Tu enden. Uber die ac
erreichen sie auch das Tu der kontralateralen Seite (Luskin und Price, 1983; Carmichael und
Price, 1996). Heimer (2003) beschrieb die Afferenzen aus dem Pir in das Tu als kortiko-

striatale Projektion und verwies auf den striatalen Charakter einiger Zellen des Tu.

5.9. Beziehung zwischen Tu und Tractus olfactorius (lo)

Der lo wird von Fasern des Bulbus olfactorius (OB) gebildet. Er erstreckt sich unterhalb der
pialen Oberfliache, zwischen Tu und Pir, vom Frontallappen zum Temporallappen.

Im CD15- und MBP-Bild liegen Hinweise auf das Endigungsgebiet der Afferenzen aus dem
lo innerhalb des Tu des Hundes vor. Im MBP-BIild erstrecken sich zwischen der pialen
Oberflaiche und den ITOs stark immunreaktive Markfasern aus dem lo bis zur medialen
Hemisphdrenwand (siehe Abb. 23). Ab 6,14 mm vor dem Zentrum der ac liegen im CD15-
Bild alle Segmente des Tu, mit Ausnahme des lateralen Segments ITOS, der pialen
Oberflache breitbasig auf. Im entsprechenden MBP-Bild verlaufen die immunreaktiven
Markfasern aus dem lo nicht langer zwischen den ITOs und der pialen Oberflache, sondern
innerhalb der Basis der ITOs (siche Abb. 25a). Die Markfasern aus dem lo zeichnen sich
durch eine pianahe, stark immunreaktive Schicht aus, die durch ein Band ohne IR von einer
weiteren MBP-positiven Schicht separiert ist (sieche Pfeil auf Abb. 23). Dieser Befund deutet
darauf hin, dass Afferenzen aus dem lo in zwei verschiedenen Schichten der Lamina I des Tu
enden und iiber eine Synapsenzone in der Basis mit den Pyramidenzellen der Lamina II in
Verbindung stehen (siehe 5.3.).

Der lo versorgt die gesamte Oberfliche des Tu mit Afferenzen aus dem OB (White, 1965;
Heimer, 1968; Price, 1973; Broadwell, 1975; Scalia und Winans, 1975; Skeen und Hall, 1977;
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Davies et al., 1978). Wiéhrend frither vermutet wurde, dass der Tractus olfactorius medialis

(mo) im olfaktorischen System eine dhnliche Rolle spielt wie der lo, steht heute fest, dass der

mo beim Sduger keine Relevanz fiir die Geruchswahrnehmung besitzt (Price, 2004).

Untersuchungen beim Karpfen machten deutlich, dass dem lo und dem mo, der in einen

lateralen (Imo) und medialen (mmo) Teil gegliedert wurde, unterschiedliche Funktionen

zugeordnet werden konnen (Weltzien et al., 2003):

1. Dem lo wurde eine Rolle beim olfaktorisch gesteuerten Fressverhalten zugewiesen
(Weltzien et al., 2003).

2. Der mmo vermittelt Alarmbereitschaft (Hamdani et al., 2000).

3. Der Imo nimmt Einfluss auf den Fortpflanzungstrieb (Hamdani et al., 2001).

Ob der lo und der mo bei anderen Spezies in dieselben oder @hnliche Funktionskreise

eingebunden sind wie beim Karpfen, bleibt zu untersuchen. Die strikte Trennung funktionell

unterschiedlicher Aspekte in getrennten Leitungsbahnen ist ein deutlicher Hinweis darauf,

dass auch bei Sdugern die verschiedenen Anteile des Tractus olfactorius unterschiedlichen

Zwecken dienen.

Traditionell wird die Lamina II als Endigungsgebiet der Afferenzen aus dem lo angesehen

(White, 1965; French-Mullen et al., 1985; Price, 1987). Dass das Endigungsgebiet aber von

Spezies zu Spezies variiert, wurde in verschiedenen Untersuchungen deutlich.

Beim Affen erstrecken sich die Afferenzen aus dem lo in die Lamina I und II (Heimer et al.,

1977; Turner et al., 1978; Carmichael et al., 1994). Price (2004) beschrieb, dass sich die

olfaktorischen Afferenzen beim Affen sogar in die Lamina III des Tu erstrecken.

Bei der Ratte wurden verschiedene Wege und Endigungsgebiete der olfaktorischen

Afferenzen aus dem lo innerhalb des Tu angegeben:

1. Josephson et al. (1997) beschrieben, dass Afferenzen aus dem OB iiber den lo direkt die
Dendriten von Neuronen in Lamina IA erreichen, die {iber eine Synapsenzone mit Lamina
II verbunden sind. Dies wurde durch eine Tracersubstanz festgestellt, die in den OB
injiziert nach axonalem Transport an Synapsen der Lamina IA iiber Exozytose freigesetzt
wurde (White, 1965; Price, 1973; Gonatas et al., 1977 und 1979; Itaya und Van Hoesen,
1982; Ruda und Coulter, 1982; Broadwell und Balin, 1985).

2. Als zweiter direkter Weg wurde ein axonaler Transport zu Synapsen in der Lamina IB des
Tu beschrieben (Haberly und Price, 1978; Broadwell und Balin, 1985).

3. Josephson et al. (1997) beschrieben als indirekte Verbindung vom OB zur Lamina IB des

Tu den transsynaptischen Transport {iber die Lamina IA des Pir.
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Viele Autoren messen dem lateralen Teil des Tu eine groere Relevanz bei der
Geruchswahrnehmung bei, da dieser deutlich mehr olfaktorische Afferenzen aus dem lo erhilt
als der mediale Teil (Heimer, 1968; Price, 1973; Schwob und Price, 1978; Shipley, 1985).
Dies wurde auch in dieser Arbeit deutlich. Im MBP-Bild des Tu des Hundes war die pianahe
immunreaktive Schicht, die den afferenten Fasern aus dem lo entspricht, medial wesentlich
diinner als lateral (siehe 5.7.).

Dem stehen Aussagen gegeniiber, dass in der Lamina II des lateralen Teils des Tu Neurone
vorliegen, die eine enge Lagebeziehung zum Acb aufweisen, wodurch dem lateralen Teil eine
eher striatale als olfaktorische Funktion zugeschrieben wird (Heimer und Wilson, 1975;

Josephson et al., 1997).

5.10. Beziehung zwischen Tu und Nucleus accumbens (Acb)

Im CD15-Bild beim Hund kann im Areal des Acb ein stark immunreaktiver ventraler Anteil
(vAcb) gegeniiber einem schwicher immunreaktiven, dorsalen Anteil (dAcb) deutlich
abgegrenzt werden. Der Acb kann ab 4,14 mm vor dem Zentrum der ac aufgrund seines
Expressionsmusters zusétzlich zur ventro-dorsalen Gliederung in einen medialen (mAcb) und
lateralen Abschnitt (IAcb) unterteilt werden (sieche Abb. 16a). Der mAcb erscheint
inhomogen. Die CD15-IR nimmt nach lateral graduell ab, so dass ein Gebiet starker IR von
einem Areal schwicherer IR abgegrenzt werden kann.

Sowohl im lAcb als auch im mAcb sind fingerformige Strukturen erkennbar, welche sich mit
den Kappen der medialen und lateralen ITOs verbinden (siche Abb. 16a). Diese
Verbindungselemente besitzen dieselbe IR wie die Kappen des Tu und wie der Acb.
Aufgrund der Ausldufer aus dem VStr, die das Tu mit dem Acb in der supratuberkulidren Zone
verbinden, erweist sich die dorsale Begrenzung des Tu als schwierig. In der vorliegenden
Studie zeigte sich eine zunehmend verminderte Ausdehnung der supratuberkuldren Zone von
rostralen zu kaudalen Abschnitten. Im hinteren Bereich erscheint die ventrale Begrenzung des
Acb weitgehend vom Tu abgehoben. Ab ca. 2,14 mm vor dem Zentrum der ac liegen keine
Auslaufer zu den ITOs mehr vor.

Im MBP-Bild (siche Abb. 23) verlaufen zwischen den ITOs senkrecht zur pialen Oberfldche
immunreaktive Markfasern, die den Acb mit dem Tu und dem lo direkt verbinden.
Verschiedene Studien beschreiben, dass Afferenzen aus dem OIf den kaudalen, ventro-
lateralen Teil des Acb direkt erreichen (Price, 1973; Luskin und Price, 1983; Fuller et al.,
1986). Diese Afterenzen sind glutamaterg (Fuller et al., 1986; Kuroda und Price, 1991).
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Anhand der Befunde aus dem CD15- und MBP-Bild kann man vermuten, dass die Kappen
des Tu eine striatale Organisation aufweisen und dass der Funktion des Tu eine striatale
Komponente zugeschrieben werden kann. Wie unter 5.3. beschrieben wird in der Basis der
ITOs eine Synapsenzone vermutet, iiber die Afferenzen aus dem lo mit der Lamina II, und
von dort mit der Lamina III verschaltet sind. Neben der im MBP-Bild erkennbaren direkten
Verbindung zwischen Acb und lo stellen die Kappen der ITOs somit ein Interface zwischen
striatalem Gewebe und olfaktorischen Afferenzen dar.

In vielen Studien wurden das Tu und der Acb aufgrund &hnlicher Charakteristika, wie z.B. der
Struktur der Zellen, ihrer Gréfe und der Dendriten-Orientierung zum VStr gerechnet (Heimer
und Wilson, 1975; Heimer, 1978; Walaas und Fonnum, 1979; Krieger, 1980; Fallon et al.,
1983; Millhouse und Heimer, 1984). Diese Beziehung zwischen Acb und Tu wird durch den
Nachweis eines gemeinsamen Zelltyps gestiitzt. Die mittelgroBen Neurone mit dichtem
Dornbesatz, die fiir das VStr typisch sind, wurden ebenso in den Laminae II und III des Tu
gefunden (Millhouse und Heimer, 1984). Dieser Zelltyp bildet direkte Zellbriicken zwischen
Tu und Acb. Die Zellbriicken entsprechen Acetylcholinesterase-positiven Verbindungen
(,,Pencils of Wilson®) zwischen dem Tu und dem VStr (Wilson, 1972; Heimer und Wilson,
1975). Auf diese Art der Zellbriicken wurde bereits frither auf der Basis morphologischer
Studien verwiesen (Obenchain, 1925; Rose, 1926; Humphrey, 1936; Young; 1936; Fox,
1940). In dieser Arbeit wurde eine Kolokalisation der Zellbriicken mit CD15-positivem
Material nicht untersucht.

Da die fiir das VStr typischen mittelgroBen Neurone mit dichtem Dornbesatz bevorzugt im
lateralen Teil des Tu gefunden wurden, wurde diesem Abschnitt eine herausragende Rolle
hinsichtlich der Interaktion zwischen Tu und Acb zugewiesen (Heimer und Wilson, 1975;
Josephson et al., 1997). Diese Annahme wird nicht durch die Befunde aus dieser Arbeit
gestiitzt. Aus der Analyse der CD15-IR wird erkennbar, dass sowohl die lateralen als auch die
medialen ITOs iiber Ausldufer mit dem Acb verbunden sind.

Die Verteilung der CD15-1R hinsichtlich der Dichte und des Musters zeigte innerhalb des Acb
ausgepragte Unterschiede zwischen der medialen und lateralen Region. Sie lassen sich nicht
in das géngige Schema der Gliederung des Acb in einen Kern- und Kapselbereich (Zaborsky
et al., 1985) einordnen. Laut Ikemoto et al. (2005) besitzt die klassische Aufteilung des Acb in
einen Kern- und Kapselbereich fiir bestimmte funktionelle Aspekte, wie z.B. den
Amphetamin-Reward, keine Giiltigkeit. Beziiglich der Funktion kann der Aufteilung des Acb

in einen medialen und lateralen Teil eine grofBere Bedeutung beigemessen werden.
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5.11. Beziehung zwischen Tu und Nucleus caudatus (Cd) bzw. Putamen (Pu)

Das Pu steht iiber die substriatalen Inseln (SStr) mit den lateralen ITOs in enger
Lagebeziehung. SStr, Pu und die Kappen der ITOs besitzen dieselbe IR. Im Gegensatz zum
Pu besitzt der Cd im CD15-, MBP- und Synaptophysin-Bild keine Verbindung zum Tu.

Dem stehen Aussagen gegeniiber, dass das Tu sowohl mit dem Pu (Talbot et al., 1988) als
auch mit dem Cd iiber Zellbriicken, die ihren Ursprung in den Laminae II und III haben,
direkt verbunden ist (Millhouse und Heimer, 1984).

Aufgrund dhnlicher Zellcharakteristika wurden Anteile des Tu als ventrale Ausdehnung von
Cd und Pu angesehen (Mensah und Deadwyler, 1974; Chang et al., 1982; Armstrong et al.,
1983; Millhouse und Heimer, 1984; Millhouse, 1987).

Hartz-Schiitt und Mai (1992) untersuchten die Verteilung der Acetylcholinesterase (AChE)-
Aktivitdt im Tu. Die stark AChE-positiven Kornerzell-Cluster, die nicht zum Tu gerechnet
wurden, wiesen sehr stark AChE-positive Gewebebriicken sowohl mit dem Acb als auch mit

dem Cd und dem Pu auf.

5.12. Beziehung zwischen Tu und Globus pallidus (GP)

Aufgrund dhnlicher struktureller Eigenschaften der Neurone im Tu und GP wurden Teile des
Tu als ventrale Ausdehnung des GP angesehen (Heimer und Willson, 1975; Heimer, 1978;
Newman und Winans, 1980; Park et al., 1982; Switzer et al., 1982; Haber und Nauta, 1983;
Millhouse und Heimer, 1984). Switzer et al. (1982) sowie Haber und Nauta (1983) haben in
thren Studien fingerférmige Ausldufer aus dem GP beschrieben, die sich bis in die Lamina 111
des Tu erstrecken. Dem entspricht, dass die Hauptefferenzen des Tu zum GP fiihren sollen
(Haberly und Price, 1978; Luskin und Price; 1983; Haber et al., 1985; Price, 2004). Die
Efferenzen aus dem Tu zum GP entspringen Neuronen in der Pyramidenzellschicht. Die
funktionelle Beziehung wird eher dem limbischen System als dem sensorischen System
zugerechnet (Zahm und Heimer, 1985; Heimer et al., 1987; Heimer et al., 1993).

Aus dem CDI15-Immunreaktionsmuster ldsst sich hingegen keine entsprechende Beziehung

ableiten.
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5.13. Rolle des Tu innerhalb der funktionellen Systeme des ZNS

Aus den o.g. Ergebnissen 146t sich folgern, dass die Rolle des Tu nicht auf das olfaktorische
System begrenzt ist. Es liegen zahlreiche Hinweise dafiir vor, dass das Tu neben einem
kortikalen Charakter eine striatale Organisation aufweist. Entgegen den Befunden aus dieser
Arbeit messen zahlreiche Autoren dem Tu noch eine pallidale Komponente bei (siehe 5.12.).
Dieses Beziehungsspektrum lidsst eine groBere Funktionsvielfalt vermuten als bisher
angenommen. Das Tu kann nicht ldnger als unabhéngige funktionell-anatomische Struktur
angesehen werden (Heimer, 2003). Einen Hinweis auf die Rolle des Tu innerhalb der
funktionellen Systeme des ZNS bietet die Vielfalt der in Tab. 5 genannten Afferenzen und
Efferenzen des Tu:

Aufgrund der beschriebenen Verbindungen zwischen Tu und Amg, entorhinalem Kortex
(Ent), lo und Pir kann dem Tu eine Bedeutung fiir das olfaktorische System beigemessen
werden.

Uber die Verbindungen zu den Basalganglien ist das Tu vermutlich an Prozessen wie
Wahrnehmung, Kognition und Motivation beteiligt.

Der Hypothalamus (Hy), der liber Efferenzen mit dem Tu verbunden ist (Fallon, 1983),
beherrscht das vegetative System, steuert das endokrine System wund trigt zu
verhaltensorientierten motorischen Leistungen bei.

Der Thalamus (Th) ist sowohl iiber Afferenzen als auch iiber Efferenzen mit dem Tu
verbunden. Er moduliert einen sehr groen Teil der sensiblen Informationen mit Ausnahme
des Geruches und ist u.a. fiir das Selbstempfinden und die Personlichkeitsstruktur von grof3er
Relevanz.

Afferenzen aus dem Tractus opticus (ot) lassen vermuten, dass das Tu der Integration
visueller Reize dient.

Welche Rolle das Tu innerhalb der verschiedenen funktionellen Systeme des ZNS genau

spielt, bleibt zu untersuchen.
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Afferenzen aus

Efferenzen zu

Referenz

olf

Amg Amg Newman und Winans, 1980; Fallon, 1983; Russchen
und Price, 1984; Zaborsky et al., 1985; Fuller et al.,
1986; Ragsdale und Graybiel, 1988

Ent Heimer, 2003

lo White, 1965; Heimer, 1968; Price, 1973; Broadwell,
1975; Scalia und Winans, 1975; Skeen und Hall,
1977; Davies et al., 1978; Luskin und Price, 1983

Pir Pir Fallon, 1983; Luskin und Price, 1983; Carmichael
und Price, 1996

Basalganglien

Acb Acb Obenchain, 1925; Rose, 1926; Humphrey, 1936;
Young; 1936; Fox, 1940; Heimer und Wilson, 1975;
Millhouse und Heimer, 1984

Cd Cd Heimer, 1978; Millhouse und Heimer, 1984; Zahm,
1987

Pu Pu Talbot et al., 1988

GP Fallon, 1983; Price, 2004

SN Fallon und Moore, 1978; Becksted et al., 1979;
Fallon et al., 1983; Voorn et al., 1986

VTA VTA Fallon und Moore, 1978; Becksted et al., 1979;
Newman und Winans, 1980; Fallon, 1983; Fallon et
al., 1983; Voorn et al., 1986

Kortex

Cingularer Kortex

Heimer, 2003

Hippocampus

Heimer, 2003

Insula

Heimer, 2003

Medio-frontaler
Kortex

Sesack et al., 1989

Mediobasales Vorderhirn

Area praeoptica

Swanson, 1976

Hy Fallon, 1983
Septalregion Fallon, 1983
Andere Regionen
MFB Meyer et al., 1989; Riedel et al., 2002
Th Th Fallon, 1983; Sadikot et al., 1990
ot Mick et al., 1993

Tab. 5: Afferenzen und Efferenzen des Tu
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6. Liste der Abkiirzungen

ac
Acb
Amg
AO
Cd
Cl

da
dAcb
db

ec

Ent

€X

GP

ic

ICj
ICM
Ins
IR
ITO
1Acb

Imo

Vordere Kommissur

Nucleus accumbens
Amygdala

Nucleus olfactorius anterior
Nucleus caudatus

Claustrum

Area diagonalis

Dorsaler Nucleus accumbens
Tractus diagonalis

Capsula externa

Entorhinaler Kortex
Ependym

Capsula extrema

Globus pallidus
Hypothalamus

Capsula interna

Insula Calleja

Insula Calleja Magna

Insula

Immunreaktivitét

Insula terminalis olfactoria
Lateraler Nucleus accumbens
Lateraler Teil des Tractus olfactorius medialis
Tractus olfactorius lateralis
Lateraler Ventrikel

Medialer Nucleus accumbens
Medialer Vorderhirn-Biindel
Medio-frontaler Kortex
Medialer Teil des Tractus olfactorius medialis
Tractus olfactorius medialis
Maus-monoklonal

Bulbus olfactorius
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Olf
ot
OTr
0X
Pir
Pu
rb-pc
SA
SI
SN
SP
SStr
Th
TT
Tu
vAcb
VStr
VStrF
VTA

Primérer olfaktorischer Kortex
Tractus opticus

Trigonum olfactorium
Chiasma opticum

Piriformer Kortex

Putamen
Kaninchen-polyklonal
Septalregion

Substantia innominata
Substantia nigra

Septum pellucidum
Substriatale Inseln

Thalamus

Taenia tecta

Tuberculum olfactorium
Ventraler Nucleus accumbens
Ventrales Striatum

Ventrales striatales Feld

Area ventralis tegmenti
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Zusammenfassung

Computergestiitzte 3D-Rekonstruktion der CD-15 Immunreaktivitit im Tuberculum
olfactorium des Hundes (Krystian Hojczyk)

Das Tuberculum olfactorium (Tu) stellt ein Areal in der Ubergangsregion von orbitofrontalem und
medialem temporalen Kortex einerseits und basalen Vorderhirnstrukturen andererseits dar.
Makroskopisch handelt es sich um die Region zwischen dem Trigonum olfactorium (OTr) und dem
Chiasma opticum (ox) (Allison, 1954).

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene immunhistochemische Methoden angewendet, die der
Beschreibung der Organisation des Tu dienen sollten. Unter den verschiedenen Antikorpern, die fiir
die chemoarchitektonische Analyse des Tu zum Einsatz kamen, zeigte der Antikdrper gegen das
CD15-Epitop die informativsten Befunde. Striatum, striatale Zellgruppen und damit assoziierte Zell-
Ensembles, sog. Taschen, stellten sich mit sehr hoher Intensitit und deutlichem Kontrast gegeniiber
der Umgebung dar. Dies bot die Gelegenheit, die immunreaktiven Areale des Tu dreidimensional zu
rekonstruieren.

Gemessen vom Zentrum der vorderen Kommissur (ac) lie3 sich im Abstand von 7,06 mm nach rostral
erstmals ein immunreaktives Areal im Gebiet des Tu erkennen. Vom ersten Anschnitt bis zum
kaudalen Ende des CD15-immunreaktiven Tu lagen 326 Frontalschnitte mit einer Dicke von jeweils
20 wm. Innerhalb dieser Ausdehnung standen 110 CDI15-gefdrbte Schnitte flir die Analyse zur
Verfiigung, von denen fiir die Bearbeitung am Computer Lumogramme angefertigt wurden.

Durch verschiedene Intensititen der CDI15-Immunreaktivitit (IR) und aufgrund unterschiedlicher
Expressionsmuster konnten immunreaktive Areale den zerebralen Strukturen eindeutig zugeordnet
werden. Die Segmentierung des immunreaktiv markierten Tu erfolgte visuell aufgrund von
immunhistochemischen Kontrasten und Strukturunterschieden. Im CDI15-Bild stellte sich das
immunreaktive Material in sehr charakteristischen, reiterierenden Mustern dar. Diese wurden in dieser
Arbeit als glockenformige Elemente beschrieben. Die Abgrenzung der neun glockenformigen
Segmente des Tu konnte dank der Analyse der Nachbarschnitte zweifelsfrei vollzogen werden.

Im typischen Fall konnte jede einzelne Glocke, auch als Insula terminalis olfactoria (ITO) bezeichnet,
deutlich in Basis, mittleres Zellband und Kappe gegliedert werden. Die zytologische Untersuchung
zeigte, dass diese Gliederung den drei Zellschichten des Tu zuzuordnen ist: Molekulare Schicht,
Pyramidenzellschicht und multiforme Schicht.

Entsprechend dem Auftreten in antero-posteriorer Richtung sind die Glocken mit der Benennung
ITO1-9 versehen. Aus den analysierten Schnittbildern wurde zwischen den lateralen und den medialen
Inseln ein deutlicher Gradient erkennbar. Im Vergleich mit den lateralen ITOs bestechen die medialen
Inseln durch eine schwichere CD15-IR, deutliche Unterbrechungen, eine geringere antero-posteriore
Ausdehnung und ein geringeres Volumen.

Im Verlauf der Schnittserie zeigte das immunreaktive Tu enge Lagebezichungen zu
Nachbarstrukturen. In diesem Zusammenhang spielten der piriforme Kortex (Pir) und der Nucleus
accumbens (Acb) eine besondere Rolle. Aufgrund der medio-lateralen Expansion des immunreaktiven
Tu schmiegt sich das am lateralsten gelegene Segment ITOS5 dem Pir an, so dass die durch ein CD15-
negatives Band reprisentierte Pyramidenzellschicht des Pir unmittelbar Anschluss an das mittlere
Zellband des immunreaktiven Tu findet. Im Areal des Acb konnte aufgrund von Unterschieden in der
CD15-Expression im vorderen Bereich ein ventraler Anteil (vAcb) gegeniiber einem dorsalen Anteil
(dAcb) deutlich abgegrenzt werden, wiahrend im hinteren Bereich eine Unterteilung in einen medialen
(mAcb) und einen lateralen Abschnitt (IAcb) vorgenommen werden konnte. Wahrend der vordere Acb
durch ein CD15-negatives Gebiet vom immunreaktiven Tu separiert ist, sind weiter hinten sowohl im
vAcb als auch im mAcb und 1Acb fingerformige Strukturen erkennbar, welche sich mit den Kappen
mehrerer ITOs verbinden.

Die dreidimensionale Rekonstruktion des segmentierten Tu und des ventralen Striatums (VStr) ergab
folgende Befunde: Der laterale Abschluss des rekonstruierten Tu ist breitflichig, was in deutlichem
Unterschied zum medialen Ende steht, wo das Abschlusselement zipfelférmig ausgezogen erscheint.
Das segmentierte Tu weitet sich trichterformig nach hinten aus. Jede ITO beginnt spitz und gewinnt in
Richtung auf das hintere Ende an Breite. Der hintere Abschluss des Tu ist abrupt. Wie im CD15-Bild
sind in der Rekonstruktion zahlreiche Verbindungselemente zwischen dem Acb und den Kappen der
ITOs erkennbar.



