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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Akustische Informationen werden in den Hirnstammnuklei der Horbahn verarbeitet und kon-
vergieren auf ihrem Weg zum auditorischen Cortex in dem Colliculus inferior (IC, engl.) des
Mittelhirns, insbesondere in seinem zentralen Nukleus (CIC). Der CIC stellt ein Relais dar,
in dem neben bilateralen aufsteigenden Projektionen auch kommissurale, intrinsische und
von hoheren Gehirnregionen absteigende Projektionen verarbeitet werden. Trotz der bedeu-
tenden Rolle des IC bei der neuronalen Verarbeitung der akustischen Signale sind die unter-
schiedlichen Neuronentypen sowie, deren Verschaltungen noch nicht ausreichend charakte-
risiert. In dieser Arbeit wurden die inhibitorischen (GABAergen) und exzitatorischen (glu-
tamatergen) CIC-Neurone hinsichtlich ihrer Membraneigenschaften — Th-Strome und erre-
gende Eingénge — mittels elektrophysiologischer Experimente an Gehirnschnitten, sowie im-
munhistochemischen (IHC-) Farbungen in jungen adulten Méusen (postnatales Alter iiber
22 Tage) verglichen. Fiir diese Experimente wurde der transgene Mausstamm VGAT-ChR2-
EYFP Linie 8 verwendet. Dieser Mausstamm exprimiert unter dem Promotor fiir den vesi-
kuldren GABA/Glycin Transporter (VGAT) enhanced yellow flourescent protein (EYFP)
und channelrhodopsin 2 (ChR2), wodurch es moglich ist GABAerge und nicht-GABAerge
(glutamaterge) Neurone visuell und anhand ihrer Reaktion auf optogenetische Stimulation
zu unterscheiden.

Die HCN-Kanéle (hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-gated channel, engl.)
bzw. deren physiologische Korrelat — hyperpolarisations-aktivierende Strom (Ih, engl.) tra-
gen zur Integration der synaptischen Eingénge in der aufsteigenden Horbahn bei, ihr Vor-
kommen im IC wurde bereits gezeigt. Die Fragen, ob die Expression verschiedener HCN-
Isoformen (HCNI, 2 und 4), Ih-Stréme, sowie Antworten der Neurone auf die hyper- und
depolarisierenden Strominjektionen spezifisch fiir GABAerge und glutamaterge Neurone im
IC sind, blieb bisher unbeantwortet. Messungen der pharmakologisch isolierten Th-Strome
zeigten, dass alle GABAergen Neurone der Stichprobe langsam-aktivierende Th-Strome mit
mittleren Amplituden aufweisen. Die glutamatergen Neurone waren stattdessen variabel in
ihren Th-Eigenschaften, dabei zeigte ein Teil der Neurone schnell-aktivierende Th-Strome
mit hohen Amplituden. Die positive Immunreaktivitit (IR) fiir die schnell-aktivierenden
HCNI1- in den Zellmembranen von exzitatorischen Neuronen und positive IR fiir die lang-
sam-aktivierenden HCN4-Kanéle um die Somata der inhibitorischen Neurone unterstiitzen
diese Funde. Beide Neuronengruppen waren positiv fiir die HCN2-IR. Des Weiteren wurden
die Eigenschaften der Th-Stréme und Neurotransmitterphidnotyp mit dem Aktionspotential-
(AP)-Feuermuster, das mittels depolarisierender Strominjektionen gemessen wurde, korre-
liert. Alle GABAergen Neurone zeigten ein adaptierendes AP-Feuermuster, das &hnlich dem
der meisten glutamatergen Neurone war. Glutamaterge Neurone zeigten zu ca. 15% Onset-
AP-Feuermuster, das immer in Kombination mit dem schnell aktivierenden und in seiner
Amplitude groflen Ih-Strom auftrat. Diese Ergebnisse zeigen, dass die HCN-Kanéle 1 und 4
zwischen den Neuronentypen im CIC unterschiedlich verteilt sind und dass sie mit dem Neu-
rotransmitterphénotyp und AP-Feuermuster korrelieren. Im Kontrast zu anderen Gehirnre-
gionen dhnelten im CIC die GABAergen Neurone ca. zu einem Drittel der glutamatergen
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Neurone hinsichtlich ihrer Membraneigenschaften und AP-Feuermuster. Die restlichen glu-
tamatergen Neurone konnten hinsichtlich ihrer Ih-Eigenschaften und AP-Feuermuster in
mindestens drei weiteren Populationen aufgeteilt werden.

Die Glutamatrezeptoren aus der Gruppe der AMPA-Rezeptoren (GluR), u.a. die Rezeptoren
mit der Untereinheit 4 (GluR4-UE), die schnelle Kinetik aufweist, sind fiir die zeitlich ge-
naue Signaliibertragung im auditorischen System bedeutend. Somit wurde (a) die Expression
der GluR4-UE und des vesikuldren Glutamattransporters 2 (VGIuT2), (b) die Eigenschaften
der exzitatorischen postsynaptischen Strome (EPSCs, engl.) und (c) die mogliche Verschal-
tung der aufsteigenden glutamatergen Projektionen, {iber den Lemniscus lateralis (LL), zum
IC mit dem Neurotransmitterphénotyp der CIC-Neurone korreliert. Die IHC-Farbung gegen
die GluR4-UE zeigte, dass die meisten GABAergen Neurone der Stichprobe diese exprimie-
ren, wihrend die glutamatergen Neurone keine GluR4-IR aufwiesen. Elektrophysiologische
Messungen der miniatur EPSCs (mEPSCs) und der EPSCs, die durch die elektrische Stimu-
lation der Axonen im LL in CIC-Neuronen evoziert wurden, unterstiitzen diese Ergebnisse,
da die Kinetik der (m)EPSCs bei den meisten GABAergen Neuronen deutlich schneller als
bei den glutamatergen Neuronen war. Ferner war die Latenz der durch LL-Stimulation evo-
zierten EPSCs und APs bei den GABAergen Neuronen fast doppelt so lang und viel variabler
wie bei den glutamatergen Neuronen. Dies konnte auf eine Verschaltung iiber mehr als eine
Synapse hindeuten, bzw. dass die Erregung aus dem LL {iber feed-forward (engl.) Verschal-
tung zu einem AP bei den GABAergen Neuronen fiihrt. Glutamaterge Neurone werden statt-
dessen vermutlich iiber die direkten Eingédnge aus dem LL angeregt. Die IHC-Farbung gegen
VGIuT2 zeigte, dass ca. 2/3 der GABAergen CIC-Neurone von somatischen VGluT2-posi-
tiven Synapsen umgeben sind. Konsistent dazu wurde gezeigt, dass die Mehrheit der GA-
BAergen Neurone, die nach den elektrophysiologischen Experimenten auf die VGluT2-Ex-
pression in perisomatischen Eingéingen verifiziert wurden, EPSCs mit schneller Kinetik und
langer Latenz aufwiesen. Dies deutet darauf hin, dass diese Population der GABAergen CIC-
Neurone ein mdgliches Ziel der schnellen GluR4-vermittelten feed-forward Erregung aus
dem LL sein konnten.

Die Expression der schnellen GluR4-Rezeptoren und die Priasenz vieler VGluT2-positiver
somatischer Synapsen korrelieren vermutlich bei einer gro3en Population der GABAergen
Neurone mit der Expression der langsam aktivierenden HCN4-Kanéle und heben somit diese
Neuronengruppe von den, in ihren Membraneigenschaften variablen glutamatergen CIC-
Neuronen ab. Die HCN4-Kanile konnten die Summation, der an diesen GABAergen Neu-
ronen konvergierenden erregenden aufsteigenden Eingéinge begiinstigen und somit zur Ver-
arbeitung der Schallinformationen im IC beitragen.
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SUMMARY

Summary

Acoustic information is processed in brainstem nuclei of the auditory pathway and converges
on its way to the auditory cortex in the inferior colliculus (IC) in the midbrain, especially in
its central nucleus (CIC). CIC represents a relay in which bilateral ascending projections as
well as commissural, intrinsic, and descending projections from higher brain regions are
processed. Despite the important role of IC in neuronal processing of acoustic signals, the
different neuron-types as well as their circuitry have not yet been sufficiently characterized.
Herewith, inhibitory (GABAergic) and excitatory (glutamatergic) CIC neurons were com-
pared with respect to their membrane properties — Ih currents and excitatory inputs by means
of electrophysiological experiments on brain slices and immunohistochemical (IHC) stain-
ings in young adult mice (older than postnatal day 22). An optogenetic approach in trans-
genic mouse strain VGAT-ChR2-EYFP line 8, in which enhanced yellow fluorescent protein
(EYFP) and channel rhodopsin 2 (ChR2) are expressed under the promoter for vesicular
GABA/glycine transporter (VGAT), allowed to distinguish GABAergic and non-GABAer-
gic (glutamatergic) neurons.

The hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-gated channels (HCN) or their phys-
iological correlate — hyperpolarization-activating current (Ih) contribute to the integration of
synaptic inputs in the ascending auditory pathway and have already been shown in IC.
Whether expression of HCN isoforms (HCN1, 2 and 4), Th currents as well as responses of
neurons to hyperpolarizing and depolarizing current injections are neurotransmitter specific
in IC remained open. Measurements of pharmacologically isolated Ih-currents show that all
GABAergic neurons in the sample showed slow-activating Ih currents with intermediate
amplitudes. Instead, the glutamatergic neurons were variable in their Ih properties, with a
proportion of neurons showing fast-activating Ih currents with high amplitudes. Positive im-
munoreactivity (IR) for the fast-activating HCN1 channels in the cell membranes of excita-
tory neurons and positive IR for the slow-activating HCN4 channels around the somas of
inhibitory neurons support these findings. Both groups of neurons show IR for HCN2. Fur-
thermore, properties of Ih currents and neurotransmitter phenotype were correlated with ac-
tion potential firing patterns measured by depolarizing current injections. All GABAergic
neurons showed adapting firing patterns, which was similar in most glutamatergic neurons.
Glutamatergic neurons showed to about 15% onset AP firing pattern which always occurred
in combination with the fast-activating Ih current with large amplitude. These results indicate
that HCN channels 1 and 4 are differentially distributed among neuron types in CIC and that
they correlate with the neurotransmitter phenotype and firing pattern. In contrast to other
brain regions, GABAergic neurons in CIC resembled approximately one-third of glutama-
tergic neurons in terms of their membrane properties and firing patterns. The remaining glu-
tamatergic neurons could be divided into at least three other populations according to their
Ih and firing patterns.

Glutamate receptors from the group of AMPA receptors (GluR), including the fast kinetics
receptor subunit 4 (GluR4), are important for temporally accurate signal transmission in the
auditory system. Thus, (a) expression of GluR4 and vesicular glutamate transporter 2
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(VGIuT2), (b) properties of excitatory post synaptic currents (EPSCs) as well as (c) putative
wiring of the ascending glutamatergic Projections via lateral lemniscus (LL) to IC was cor-
related with the neurotransmitter phenotype of CIC neurons. IHC staining against the GluR4
showed that most of the GABAergic neurons in the sample expressed it, whereas the glu-
tamatergic neurons did not exhibit GluR4-IR. Electrophysiological recordings in CIC of
miniature EPSCs (mEPSCs) and EPSCs, which were electrically evoked via stimulation of
Axons in LL, support these findings. Most GABAergic neurons showed significantly faster
EPSC-kinetic than glutamatergic neurons. Furthermore, the latency of evoked EPSCs and
action potentials was almost twice so long in GABAergic neurons and much more variable
as in glutamatergic neurons. This could indicate circuitry with more than one synapse, or
rather that excitation from the LL leads to an AP in GABAergic neurons via feed-forward
circuitry. In contrary, glutamatergic neurons are likely excited via direct inputs from the LL.
IHC staining against VGIuT2 showed that approximately 2/3 of GABAergic CIC neurons
are surrounded by somatic VGluT2-positive synapses. Consistently, most GABAergic neu-
rons verified for VGIuT2 expression in somatic synapses were shown to exhibit EPSCs with
fast kinetics and long latency. This suggests that this population of GABAergic CIC neurons
may be a possible target of fast GluR4-mediated feed-forward excitation from the LL.

Expression of fast-kinetic GluR4 receptors and VGIuT2 in somatic synapses presumably
correlate in a large population of GABAergic neurons with the expression of the slow-acti-
vating HCN4 channels, thus distinguishing them from the glutamatergic CIC-neurons with
their variable membrane properties. The HCN4 channels could favor the summation of as-
cending excitatory inputs, which converge in GABAergic neurons, thus contribute to the
processing of sound information in IC.

VIII



EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Das auditorische System der Siugetiere: Aufbau und Physiologie

Die Schallwellen sind ein unentbehrlicher Teil unserer Umgebung und werden von vielen
Tieren als ein wichtiger Informationstrager genutzt. Sie ermdglichen inner- und zwischen-
artliche Kommunikation, Feind- und Beutedetektion, Orientierung im Raum oder geben
Aufschliisse liber die Beschaffenheit von Gegenstinden. Die Wahrnehmung der Schallereig-
nisse sowie die neuronale Verarbeitung der mit den Schallwellen iibertragenen Informatio-
nen wird durch das auditorische System umgesetzt. Somit stellt das auditorische System ein
Komplex aus dem schallwahrnehmenden Organ — dem Ohr — und neuronalen Strukturen, die
auditorische Informationen verarbeiten und integrieren, dar. Wéhrend der Evolution entstan-
den in vielen Tiergruppen vielfdltig konzipierte Schalldetektionsorgane. Die Funktion dieser
Organe ist jedoch dhnlich und besteht daraus, physikalische Komponenten des Schalls wie
die Frequenz der Druckschwankungen der Luft, ihre Amplitude (Schalldruck), die Schalle-
nergie (Schallintensitét) und den zeitlichen Verlauf der Amplitudenmodulation mittels me-
chano-elektrischer Transduktion in neuronale Aktivitit umzuwandeln. Zu den neuronalen
Strukturen gehort die Horbahn, die aus bilateralen neuronalen Netzwerken (auditorische
Nuklei) und Projektionsbahnen besteht und zum auditorischen Cortex fiihrt. Diese neurona-
len Komponenten geben Riickschlusse auf den rdumlichen Ursprung der Schallereignisse

(Schalllokalisation) und deren Bedeutung.

1.1.1 Wahrnehmung und Transduktion der akustischen Signale im Ohr

Das schallwahrnehmende Organ der Sdugetiere ist das Ohr. Dieses wird anatomisch in Au-
Ben, Mittel- und Innenohr unterteilt. Das Aullenohr des Menschen besteht aus der Ohrmu-
schel, die in den Gehdrgang iibergeht, welches mit einem Trommelfell endet. Alle Schaller-
eignisse werden vom AufBlenohr gesammelt, verstiarkt und auf das Trommelfell iibertragen,
welches dadurch in Schwingungen versetzt wird. Im Mittelohr werden die Schwingungen
des Trommelfells tiber die drei Gehdrkndchelchen auf die Membran des ovalen Fensters ins
Innenohr iibertragen. Die Gehorknochelchen passen die niedrige Impedanz der Luft an die
hohe Impedanz der Innenohrfliissigkeiten an. Im Innenohr befindet sich die Cochlea, in der
die Horwahrnehmung stattfindet. Der cochleédre Schlauch wird mit der Basilar- und der Reis-
sner-Membran in Kammern unterteilt, die mit der Peri- bzw. Endolymphe gefiillt sind. Nach-
dem die Schallwellen nun das Aullen- und das Mittelohr passieren, erzeugen sie Druck-
schwankungen auf dem ovalen Fenster des Innenohrs. Dieses verursacht seinerseits Druck-
schwankungen der Perilymphe, was wiederum in Auf- und Abwirtsbewegungen (Wander-

welle) der Basilarmembran endet. An der Basilarmembran befindet sich das Corti-Organ, in
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dem die mechano-elektrische Transduktion stattfindet. Im Corti-Organ liegen die Horrezep-
toren: die inneren und duBeren Haarzellen. Die Haarzellen weisen auf ihren Spitzen Stere-
ocilien auf. Unmittelbar iiber dem Corti-Organ liegt die Tektorialmembran. Diese steht im
mechanischen Kontakt zu den Stereocilien der dau3eren Haarzellen (Schmidt et al. 2006). Die
Stereocilien sind miteinander iiber die tip-link-Filamente zu einem Biindel zusammenge-
fasst. Geht eine Wanderwelle durch die Basilarmembran, werden die Stereocilien aus ihrer
urspriinglichen Position versetzt. (Pickles et al. 1984, Siemens et al. 2004). An den Spitzen
der Stereocilien befinden sich fiir K™ durchléssige transient receptor potential-Kanile. Bei
der Auslenkung der Stereocilien interagieren diese Kanile mit tip-link-Filamenten und wer-
den geoffnet. Dies flihrt zu einem K'-Einstrom in das Innere der Haarzelle. Abhéngig von
der Auslenkungsrichtung fiihrt das zur Hyper- oder Depolarisation der Haarzellenmembran
und zur Entstehung des Rezeptorpotentials (Lewis and Hudspeth 1983, Schmidt et al. 2006).

Die Basilarmembran breitet sich zur Cochleaspitze hin aus und ist am Beginn der Cochlea
steifer als an ihrer Spitze. Die Kombination dieser Eigenschaften macht die Verbreitungs-
weite der Druckwanderwelle von der Frequenz ihrer Schwankungen abhingig: Eine hoch-
frequente Wanderwelle propagiert nur am steifen und breiten Beginn der Basilarmembran,
wiéhrend eine tieffrequente Wanderwelle bis an die Spitze der Basilarmembran vordringt.
Diese frequenzabhédngige Wanderwellenverbreitung ist die Grundlage der Tonotopie der
Cochlea: Hochfrequente Tone regen die Haarzellen am Beginn der Basilarmembran, tieffre-
quente an ihrem Ende (von Békésy 1960, Ehret 1978). AuBere Haarzellen verstirken die
Amplitude der Wanderwelle bei niedrigem Schalldruckpegel (Nobili et al. 1998). Des Wei-
teren wird die Schallwelle, die durch die Haarzellen des Corti-Organs in die neuronale Ak-
tivitit (Rezeptorpotential) transduziert wurde, liber die bipolaren Neurone des Spiralgangli-
ons in den cochledren Nukleus (CN) der Horbahn weitergeleitet (Ryugo and Parks 2003).

1.1.2  Aufbau der Horbahn von Sdugetieren

Die Horbahn fangt in der Cochlea an und verléuft {iber den Hirnstamm (Hinterhirn und Mit-
telhirn) zum Vorderhirn (Zwischenhirn und Endhirn). Sie besteht aus einer Reihe der bilate-
ral angeordneten auditorischen Nuklei. Die Nuklei sind {iber die in Richtung des auditori-
schen Cortex verlaufenden — aufsteigenden, oder aus der Richtung des Cortex verlaufenden
— absteigenden (feed-back, engl.) sowie kommissuralen Projektionen verbunden. Die auf-
und absteigenden Projektionen kdnnen ipsi- und kontralateraler Natur sein. Aullerdem ver-
fiigen die auditorischen Nuklei iiber intrinsische neuronale Verbindungen. Auch nicht-audi-
torische Eingéinge enden an den Neuronen der Horbahn sowie vice versa (Cant and Oliver
2018).

Im Folgenden wird die Horbahn der Séugetiere aus der Perspektive der zu dem Colliculus

inferior (engl. inferior colliculus, IC) und weiter zum auditorischen Cortex (AC) verlaufen-
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den aufsteigenden auditorischen Projektionen beschrieben (Abb. 1, A). Die von dem audito-
rischen Cortex und IC absteigenden auditorischen Bahnen werden zusammenfassend am
Ende des Kapitels erldutert. Es werden die aus dem Englischen stammenden Abkiirzungen

der anatomischen Bezeichnungen verwendet.

Die exzitatorischen Afferenzen von den dufleren und inneren Haarzellen der Cochlea werden
iiber den auditorischen Nerv (achten Hirnnerv) in den cochledren Nukleus (CN), eingespeist
(Abb. 1, A) (Ryugo and Parks 2003). Der CN wird in dorsalen und ventralen CN unterteilt
(DCN und VCN). Der VCN wird weiterhin in den antero-ventralen und postero-ventralen
CN — den AVCN bzw. PVCN aufgeteilt (Cant and Benson 2003). Im CN bilden die Axone
der duleren Haarzellen unterschiedlich gro3e Synapsen, unter anderem die gro3en Synapsen
an den sphérischen Bushy-Neuronen (engl. spherical bushy cells) des AVCN, die so genann-
ten endbulb of Held (engl.) (Held 1893, Sento and Ryugo 1989). Die Einginge aus Cochlea
verteilen sich im VCN und DCN tonotop — anatomisch sortiert nach der Frequenz des Schalls
(Kaltenbach and Lazor 1991). Das Prinzip der tonotopen Verarbeitung der akustischen In-
formation, das in der Cochlea etabliert ist (von Békésy 1960, Ehret 1978), bleibt in allen
weiteren Nuklei (im IC, Abb. 1, B) der Hérbahn vorzufinden (Osen 1972, Friauf 1992). Dem
DCN wird die monoaurale Schalllokalisation, Schallintensititsverarbeitung und Integrati-
onsfunktion zugeschrieben. Der CN bekommt kommissurale, intrinsische sowie absteigende
Projektionen von den nachgeschalteten auditorischen Nuklei (inclusive des IC (Malmierca
et al. 1996)) und dem auditorischen Cortex oder nicht-auditorischen Regionen (Cant and
Oliver 2018, Rubio 2018).

Der CN projiziert zum IC (Osen 1972), dem medialen Kniehdcker (engl. medial geniculate
body, MGB) (Malmierca et al. 2002) und dem oberen Olivenkomplex (engl. superior olivary
complex, SOC) (Friauf and Ostwald 1988). Letzteres besteht bei den Nagetieren aus mehre-
ren Nuklei: mediale und laterale obere Olive (engl. medial superior olive, MSO und lateral
superior olive, LSO), medialer, lateraler und ventraler Nukleus des Trapezkorpers (engl. me-
dial/lateral/ventral nucleus of trapezoid body, MNTB, LNTB und VNTB) sowie superiore
paraolivarer Nukleus (SPN) (Abb. 1, A) (Cant and Oliver 2018). Die LSO und MSO (MSO
ist unterreprisentiert bei Méausen (Fischl et al. 2016)) spielen eine entscheidende Rolle bei
der Schalllokalisation in der horizontalen Ebene. Bei der Lokalisierung der Quelle der tief-
frequenten Tone werden die interauralen Laufzeitunterschiede (engl. interaural time diff-
rence, ITD) und bei den hochfrequenten Tonen — die interauralen Lautstdrkeunterschiede
(engl. interaural level difference, 1LD) ausgewertet (Grothe et al. 2010). Bei der ITD-
Auswertung enden die exzitatorischen ipsi- und kontralateralen Projektionen der sphérischen
Bushy-Neurone der AVCN an den Koinzidenzdetektor-Neuronen der MSO (Goldberg and
Brown 1969, Lindsey 1975, Grothe et al. 2010).
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Im Fall der ILD-Auswertung erhalten die LSO-Neurone erregende ipsilaterale Eingdnge von
den sphirischen Bushy-Neuronen der AVCN (Friauf and Ostwald 1988) und simultane gly-
cinerge Eingédnge von den ebenso ipsilateralen MNTB-Neuronen (Spangler et al. 1985,
Wenthold et al. 1987). Letzteren erhalten die erregenden Einginge von den globularen
Bushy-Neuronen aus dem kontralateralen AVCN (Harrison and Warr 1962). Dank dieser
Verschaltung erhilt jeder LSO-Kern bei der binauralen akustischen Stimulation die kontra-
lateral induzierte Inhibition aus dem ipsilateralen MNTB und die ipsilaterale Erregung aus
dem AVCN (Grothe et al. 2010). Die globularen Bushy-Neurone (engl. globular bushy cells)
des AVCN bilden an inhibitorischen primiren Neuronen des MNTB riesige axo-somatische
glutamaterge Synapsen — calyx of Held (engl.) (Held 1893, Morest 1968, Smith et al. 1991).
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Abb. 1. Schematische Darstellung der wichtigsten Nuklei in der Horbahn von Méusen auf einem
koronalen Gehirnschnitt (A). Aufsteigende Projektionen zu dem Colliculus inferior (IC), dem me-
dialen Kniehocker (engl. medial geniculate body, MGB) und auditorischen Cortex (AC) sind iiber-
sichtshalber nur an der linken Hemisphére und die intrinsischen 1C-Projektionen auf der rechten
Hemisphére gezeigt. Exzitatorische Projektionen sind rot und inhibitorische Projektionen blau ge-
kennzeichnet. Achter Hirnnerv (N.VIII) von der Cochlea zu dem cochledren Nukleus: ventrale- und
dorsale cochledre Nuklei (VCN und DCN); laterale superiore Olive (engl. lateral superior olive,
LSO); medialer Nukleus des Trapezkorpers (engl. medial nucleus ot trapezoid body, MNTB); supe-
riore paraolivarer Nukleus (SPN); dorsale, intermedidre und ventrale Nuklei von dem Lemniscus
lateralis (DNLL, INLL, VNLL); zentraler Nukleus sowie dorsaler und externer Cortex von IC (CIC,
DCIC und ECIC). Die mediale superiore Olive, die bei den Méusen unterreprasentiert ist (Fischl et
al. 2016) und der laterale und ventrale Nukleus des Trapezkdrpers sind iibersichtshalber nicht ge-
zeigt. Schematische Darstellung der tonotopen Organisation von CIC an einer koronalen Sektion der
linken IC-Halfte (B). B — nach Sturm et al. 2014, verandert.
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Des Weiteren verlduft die aufsteigende Horbahn zu dem Nukleus des Lemniscus lateralis
(engl. nucleus of the lateral lemniscus, NLL) im Pons (Abb. 1, A). Der NLL wird in den
dorsalen, intermedidren und ventralen Nukleus unterteilt (DNLL, INLL, VNLL) (Cant and
Oliver 2018). Eingénge zu den VNLL und INLL stammen iiberwiegend aus dem kontrala-
teralen VCN. Der DNLL erhélt bilaterale Einginge aus dem CN (Glendenning et al. 1981),
der LSO und MSO (Shneiderman et al. 1988), sowie Eingdnge von dem kontralateralen
DNLL via Kommissur von Probst (Glendenning et al. 1981, Chen et al. 1999).

Fast alle beschriebenen auditorischen Nuklei senden ipsi- und/oder kontralaterale inhibito-
rische und/oder exzitatorische Eingdnge zum auditorischen Mittelhirn — dem IC (Abb. 1, A).
AuBerdem verbinden exzitatorische und inhibitorische kommissurale Projektionen die
rechte und linke IC-Hilfte (Saldafia and Merchan 1992, Gonzalez-Hernandez et al. 1996).
Aufgrund der Cytochrome-Oxidase-Féarbung, Morphologie der Dendriten und Ausrichtung
der Axone, die fibro-dendritische Laminae bilden wird der IC in den zentralen Nukleus
(engl. central nucleus of inferior colliculus, CIC) sowie den dorsalen und externen (latera-
len) Cortex von IC (engl. dorsal/external cortex of inferior colliculus, DCIC, bzw. ECIC)
unterteilt (Abb. 1, A) (Oliver and Morest 1984, Paxinos and Franklin 2004, Cant and Benson
2005). Der ECIC wird in drei Schichten unterteilt, wobei Schicht 2 durch Inseln der GABA-
ergen-Neurone gekennzeichnet ist (Paxinos and Franklin 2004, Loftus et al. 2008). Die o.g.
Regionen des IC sind iiber GABAerge und glutamaterge Projektionen mit einander verbun-
den (Chen et al. 2018).

Die aufsteigenden Projektionen zum IC sind wie folgt organisiert (Abb. 1, A). Die ipsi- und
kontralateralen Eingéinge des CNs (VCN: AVCN und PVCN; DCN) zum IC sind glutama-
terg (Ito and Oliver 2010) und sind im CIC tonotop organisiert — sie geben die Tonotopie der
Cochlea wieder (Osen 1972). Die tonotope Achse des CIC verlauft dorso-medial, die isofre-
quente Axis verlduft dorso-lateral und parallel zu der anatomisch definierten fibro-dendriti-
schen Lamina, (Abb. 1, B) (Malmierca et al. 2008). Die ipsilateralen MSO- und kontralate-
ralen LSO-Eingénge zum IC sind glutamaterg (Ito and Oliver 2010), die iplsilateralen LSO-
Eingénge sind stattdessen glycinerg (Saint Marie and Baker 1990). Die SPN-Projektionen
zum IC sind GABAerg (Gonzalez-Hernandez et al. 1996, Saldana et al. 2009). Der DNLL
sendet bilaterale GABAerge (Gonzalez-Hernandez et al. 1996) und INLL — bilaterale (in der
Maus) glutamaterge Eingénge zum IC (Frisina et al. 1998, Ito and Oliver 2010). Die ipsila-
teralen Projektionen aus dem VNLL sind inhibitorisch (GABA, Glycin oder beides) (Saint
Marie and Baker 1990, Gonzalez-Hernandez et al. 1996). Des Weiteren erhilt der IC (DCIC,
CIC) auch absteigende ipsi- und kontralaterale glutamaterge Projektionen aus dem auditori-
schen Cortex, (Saldafia et al. 1996, Winer et al. 2002). Auch nicht-auditorische Regionen
u.a.: Amygdala (Marsh et al. 2002), somatosensorische Cortex (Robards 1979), superioren
Colliculus (Coleman and Clerici 1987), Retina (Itaya and Van Hoesen 1982), subpara-
fasziculare thalamische Nukleus (SPF) (Nevue et al. 2016) projizieren zum IC.
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Dem IC ist iiber das Brachium vom IC der MGB bilateral nachgeschaltet (Abb. 1, A) (Kudo
and Niimi 1978, Andersen et al. 1980). Diese im Zwischenhirn liegende Struktur des audi-
torischen Thalamus wird in ventrale, mediale und dorsale Regionen unterteilt (Winer and
Schreiner 2005). Der Ventrale MGB erhélt iiberwiegend die ipsilateralen aufsteigenden
GABA- und glutamatergen Eingénge aus dem CIC (Winer et al. 1996, Peruzzi et al. 1997)
und wird als die Fortsetzung der Horbahn zum auditorischen Cortex betrachtet (Cant and
Oliver 2018). Der dorsale und mediale MGB erhalten Eingédnge aus allen IC-Regionen (Mel-
lott et al. 2014). Des Weiteren enden aufsteigende Projektionen vom CN (Schofield et al.
2014), LL (Bajo et al. 1993) und SOC (Henkel and Spangler 1983) im MGB.

Die aufsteigenden auditorischen Projektionen enden im Endhirn — dem auditorischen Cortex
(AC, Abb. 1, A,) (Kratz and Manis 2015). Der Informationsfluss endet jedoch nicht im AC,
denn er hat extensive Verbindungen zu den weiteren kortikalen Regionen (Kraus and Canlon
2012) sowie unterschiedliche absteigende Projektionen u.a. zum IC (Saldana et al. 1996,
Winer et al. 2002).

Die Komplexitit der Hérbahn wird neben aufsteigenden Projektionen, iiber die von unter-
schiedlichen auditorischen Kerngebieten absteigenden Projektionen vervollstindigt. Der AC
projiziert zum MGB (Andersen et al. 1980) und topographisch zum IC (Herbert et al. 1991,
Saldafia et al. 1996, Winer et al. 2002). Der IC projiziert zum ipsilateralen DNLL und bila-
teralen CN (Caicedo and Herbert 1993), INLL, VNLL und SOC (Thompson and Thompson
1993, Malmierca et al. 1996) sowie zu nicht auditorischen Kerngebieten (Schweizer 1981).
Die absteigenden Projektionen aus dem IC reichen u.a. iiber Verschaltungen im olivokoch-
ledren System (Vetter et al. 1993) bis zu den &uBleren Haarzellen in der Cochlea (Mulders
and Robertson 2000, 2002).

1.2 Neuronenprofile und Verschaltungen im Colliculus inferior

Der IC ist einer der grof3ten Nuklei in dem auditorischen Mittelhirn und stellt in der aufstei-
genden Horbahn das erste Integrationszentrum dar. Im IC treffen sowohl aufsteigende Pro-
jektionen, die von der Cochlea aus iiber auditorische Nuklei eintreffen, als auch absteigende
Eingénge aus kortikalen und subkortikalen Regionen, kommissurale Projektionen und intrin-
sische neuronale Netzwerke aufeinander (Abb. 1, A) (Winer and Schreiner 2005). Im Ver-
gleich zu den vorgeschalteten auditorischen Nuklei macht der IC einen Sprung in der funk-
tionalen Komplexitit: Es integriert die schalllokalisations- und schallidentifikationsbezoge-
nen Informationsstrome (Pickles 2008). Da die IC-Neurone selektiv auf die Frequenz (tono-
tope Organisation des IC, Abb. 1, B) sowie den zeitlichen Verlauf des Schalls reagieren, ist
der IC bei der Identifikation der Kommunikationssignale — Sprache — beteiligt. (Portfors and
Sinex 2005, Winer and Schreiner 2005, Felix et al. 2018). Ferner ist der IC nicht nur in die
Verarbeitung auditorischer Informationen verantwortlich, sondern zeigt auch lokomotions-

bezogene neuronale Aktivitit (Yang et al. 2020) und ist bei der Ausfiihrung des akustisch

6
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induzierten Fluchtverhaltens beteiligt (Xiong et al. 2015). Solchen vielfdltigen und komple-
xen integrativen Funktionen des IC liegen neben der Konvergenz der zahlreichen Projektio-

nen auch unterschiedliche Neuronenprofile und deren Verschaltungen zu Grunde.

Zur Klassifizierung der Neuronenprofile von IC-Neuronen werden solche Merkmale wie
Neurotransmitter, Morphologie, physiologische (Membran-)Eigenschaften, molekulare
Marker, Auftrennung nach dem Ursprung und Ziel der synaptischen Eingénge und Antwor-
ten auf akustische Stimulation in vivo genutzt. In nicht-auditorischen Gehirnarealen wie Ne-
ocortex und Hippocampus konnten anhand solcher Merkmale viele unterschiedliche Typen
der GABAergen Neurone (Interneurone) bereits unterschieden werden (Markram et al. 2004,
Rudy et al. 2011). Im Folgenden werden die Erkenntnisse tiber die IC-Neuronenprofile und

die Verschaltungen der IC-Neurone zusammengefasst.

1.2.1 Neurotransmitterphiinotypen

Der Anteil der GABAergen Neurone an allen IC-Neuronen betriagt abhéngig von der Tierart
20-30% (Ito and Malmierca 2018). Bei Hausmeerschweinchen machen die GABAergen
Neurone ca. 21%, (Mellott et al. 2014), bei den Ratten ca. 25% (Malmierca et al. 2005) und
bei den Katzen ca. 20% des Gesamtanteils aus (Oliver et al. 1994). Die restlichen Neurone
im IC benutzen Glutamat als Neurotransmitter (Ito et al. 2011, Ito and Oliver 2012). Glyci-
nerge Neurone im IC wurden nicht nachgewiesen. Der Glycinetransporter (GlyT), der fiir
solche Neurone charakteristisch ist (Aubrey et al. 2007), konnte in den IC-Neuronen nicht
gezeigt werden (Tanaka and Ezure 2004). Die GABAergen Neurone sind im CIC gleichver-
teilt, weisen jedoch inhibitorische ,,Inseln* in der zweiten Schicht des ECICs auf (Chernock
et al. 2004).

1.2.2  Morphologie der Neurone

Morphologisch werden CIC-Neurone in disk- (flache) und sternférmige Nervenzellen unter-
teilt (Oliver and Morest 1984, Malmierca et al. 1993). Diskformige Neurone machen die
Mehrheit der IC-Neurone aus und verbleiben mit ihrem Dendritenbaum und Axonen inner-
halb der isofrequenten (und gleichzeitig fibrodendritischen) Lamina, wihrend die sternfor-
migen Neurone ihre Dendritenbdume und Axone iiber mehrere Laminae erstrecken und so-
mit vermutlich zur Integration der unterschiedlichen Frequenzen beitragen (Oliver et al.
1991). Die disk- und sternférmigen IC-Neurone konnen GABA oder Glutamat als Neuro-
transmitter verwenden (Oliver et al. 1994, Ono et al. 2005).

Die GABAergen Neurone haben durchschnittlich grolere Somadurchmesser als nicht-GA-
BAergen Neurone. Sie sind die grofBten Nervenzellen im IC (Oliver et al. 1994, Ito et al.
2009). Im Vergleich zu Nagetieren sind die Somata GABAerger Neurone im IC von Men-

schen durchschnittlich kleiner als die der glutamatergen (Mansour et al. 2019).
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1.2.3 Molekulare Marker bei der Charakterisierung der Neurone

Der vesikuldre Glutamattransporter (VGIuT) ermdglicht den Transport von Glutamat aus
dem Zytoplasma in die synaptischen Vesikel der glutamatergen Synapsen (Fremeau et al.
2001). Somit kann dieser als molekularer Marker der glutamatergen Eingéinge eingesetzt
werden (Fujiyama et al. 2001). Es sind drei Typen von VGIuT bekannt: VGIuT1, VGIuT2
und VGIuT3 (Takamori 2006), wobei VGIuT3 nicht im IC vertreten ist (Ito et al., 2009). Die
VGluT1-positiven axo-dendritischen priasynaptischen Endigungen wurden an den exzitato-
rischen Neuronen detektiert (Altschuler et al. 2008). Die koexprimierenden
VGIuT1/VGIuT2 (Eingidnge aus dem AVCN und PVCN) werden ebenso an exzitatorischen
IC-Neuronen nachgewiesen (Ito et al. 2009, 2011). Die perisomatischen glutamatergen Ein-
ginge an den GABAergen Neuronen sind ausschlieBlich VGluT2-positiv (Ito et al. 2009,
2015, Geis and Borst 2013).

Neben dem VGIuT werden die perineuronalen Netze (PN) zur Charakterisierung der GA-
BAergen Neurone genutzt. In Kombination mit VGIuT2 konnen vier Subpopulationen der
GABAergen Neurone im IC unterscheiden werden. Das sind Neurone ohne PN und VGIuT2-
Eingénge, Neurone mit PN und VGIuT2 sowie Neurone mit ausschlieBlich PN oder
VGluT2-Eingidngen. Dabei weisen die VGIuT2+/PN+ GABAerge Neurone gro3ere Soma-
durchmesser als die glutamatergen Neurone auf (Beebe et al. 2016). Die kleineren VGluT2-
und PN-negativen GABAergen Neurone machen im Vergleich zu den anderen drei Neuro-
nenpopulationen den gréflten Anteil von allen inhibitorischen Projektionen zum MGB aus
(Beebe et al. 2018).

Des Weiteren konnten GABAergen IC-Neurone anhand der Expression von Stickstoffmo-
noxid-Synthase (NOS), aber nicht vom Ca?"-bindenden Protein Parvalbumin (PV) in
PV+/NOS+ und PV+/NOS- Neurone aufgetrennt werden. Die Glutamatergen Neurone wa-
ren stattdessen tiberwiegend NOS-positiv und konnten nur Aufgrund ihrer Expression von
Parvalbumin auftrennt in PV-/NOS+ vs. PV+/NOS+ unterschieden werden (Fujimoto et al.
2017).

Anhand des vasoaktiven intestinalen Peptids (VIP), eines weiteren molekularen Markers,
wurde eine Klasse der glutamatergen, sternférmigen Neurone (ca. 20% dieser IC-Neurone)
charakterisiert. Diese Neurone erhalten die exzitatorischen und inhibitorischen Eingidnge
von dem kontralateralen IC. Auch die direkten exzitatorischen oder feed-forward inhibitori-
schen Eingénge aus dem DCN enden an diesen Neuronen. Die VIP-Neurone projizieren zum
MGB, kontralateralen IC, SOC und superioren Colliculus (Goyer et al. 2019).
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1.2.4 Physiologie der CIC-Neurone

Neurone im CIC wurden anhand ihrer Antworten auf de- und hyperpolarisierende Stromin-
jektionen in Gehirnschnitten der jungen Ratten (<P17) in sechs Typen unterteilt. Zur Klas-
sifizierung der Neurone werden das zeitliche Erscheinungsbild der Aktionspotentiale (AP)
— AP-Feuermuster und der Ausmal} an Adaptation des AP-Feuermusters — Verdnderung der
AP-Frequenz mit der Zeit, herangezogen (Sivaramakrishnan and Oliver 2001). Die Onset-
Neurone produzieren nur wenige APs am Anfang der depolarisierenden Strominjektion und
machen 8,6% der CIC-Neurone aus. Die restlichen IC-Neurone produzieren APs wihrend
der ganzen Dauer der Depolarisation und werden als sustained-Neurone (hier und weiter
sind die Begriffe aus dem Englischen kursiv) definiert. Die sustained regular Neurone ma-
chen 19,2 % der CIC-Neurone aus und feuern die APs mit ungefdhr gleichen inter-AP-
Intervallen. Sie zeigen somit eine niedrige Adaptation der AP-Feuerrate. Neurone, bei denen
das erste inter-AP-Intervall deutlich lidnger als die restlichen ist (A-Typ-Strom, K*), werden
als pause/buildup gekennzeichnet und machen 12,5% der CIC-Neurone aus. Neurone, die
nur ein AP, bzw. eine AP-Salve unmittelbar nach dem Ende der hyperpolarisierenden Stro-
minjektion aufweisen, werden als rebound-Neurone (bzw. rebound-AP, im Weiteren
Rebound) genannt. Sie werden anhand ihres AP-Feuermusters in die tonischen rebound re-
gular (10,6%), phasischen rebound adapting (25%) und stark phasischen rebound transient
(21,1%) Neurone unterteilt (Sivaramakrishnan and Oliver 2001). Diese physiologischen Pa-
rameter korrelieren nicht mit der Morphologie der Neurone. Die beschriebenen Neuronen-
typen sind nicht immer deutlich voneinander abgrenzbar (Peruzzi et al. 2000, Sivarama-
krishnan and Oliver 2001).

Bei den hyperpolarisierenden Strominjektionen zeigen einige Neuronentypen im IC die hy-
perpolarisations-aktivierende Spannungseinsackung (Ih-sag, wobei I fiir Strom steht), den
hyperpolarisations-aktivierenden Spanungshiigel (Ih-Aump) oder Rebound-AP (Sivarama-
krishnan and Oliver 2001, Koch and Grothe 2003, Ono et al. 2005, Tan et al. 2007). Dies
deutet auf die Expression der hyperpolarisations-aktivierenden Ionenkanéle in den Memb-
ranen dieser Nervenzellen (HCN-Kanéle, hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-
gated channel) hin. Da die vorliegende Arbeit unter anderem der Charakterisierung dieser

Kanile im CIC gewidmet ist, werden diese in einem separaten Kapitel behandelt (Seite 13).

Die GABAergen Neurone im IC werden anhand der Th-Stréme und des Adaptationsausma-
Bes ihres AP-Feuermusters in vier Gruppen unterteilt: tonisch-feuernde (reguldr-feuernde
und pauser/builtup) sowie phasisch-feuernden (mit und ohne den Ih-Aump). Dabei kommen
die Neurone, die ein Afterhyperpolarisationspotential bilden iiberwiegend im DCIC und
ECIC vor. Die tonisch-feuernden Neurone wurden im CIC nachgewiesen. (Ono et al. 2005).
Die glutamatergen IC-Neurone wurden insgesamt weniger intensiv erforscht als die GABA-

ergen Neurone. Die gleiche Studie (Ono et al. 2005) zeigte dennoch, dass Antworten dieser
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Neurone auf die de- und hyperpolarisierenden Strominjektionen eine Vielfalt in der Memb-
ran- und AP-Feurmuster-Eigenschaften aufdeckt. Es wurden regulir-feuernde, phasisch-feu-
ernde (unterschiedlich stark adaptierend) und schnell-feuernde (fast-spiking) sowie Onset-
Neurone beschrieben. Dabei unterschieden sich die AP-Feurmuster der regulédr-feuernden
glutamatergen Neurone wenig von denen der GABAergen Neurone. Dennoch hebt die Pra-
senz der schnell-feuernden- sowie die Abwesenheit der pause/buildup-Neurone sie von den
GABAergen Neuronen ab. Dariiber hinaus zeigen glutamaterge Neurone variable Auspra-
gungen des Th-Aump.

1.2.5 Verschaltungen der Neurone im IC

Die neuronalen Verbindungen werden oft aus der Perspektive des Neurotransmitters be-
schrieben. Bedingt durch Neurotransmitterphdnotypen der IC-Neurone (Seite 7) sind intrin-
siche (innerhalb vom Nukleus) Verschaltungen GABA- oder glutamaterg. Die Projektionen,
die in den IC eingehen (detailliert auf Seite 2) setzen neben Glutamat und GABA auch Gly-
cine als Neurotransmitter ein (Buentello et al. 2015). Andere Neurotransmitter treten im IC
nur diffus auf (Ito and Malmierca 2018).

Die neuronalen Verschaltungen im IC wurden in tonotop organisierten zentralen Nukleus
des IC (CIC) erforscht. Es wird vermutet, dass die isofrequenten fibro-dendritischen La-
minae im CIC eine Basis fiir die unterschiedliche funktionale Felder bildet. Diese Felder
iiberlappen sich mit den so genannten synaptischen Doménen: IC-Regionen, wo die vorge-
schalteten auditorischen Nuklei ihre Projektionen einspeisen (Ito and Malmierca 2018). Im
IC wurden folgenden funktionalen Felder nachgewisen: (a) kaudaler CIC, erhélt Projektio-
nen aus dem contralateralen CN und ipsilateralen VNLL und zeigt Sensitivitét fiir mono-
aurale akustische Stimuli, (b) dorsaler CIC erhilt Projektionen aus der MSO und ipsilatera-
len LSO und zeigt Sensitivitit fiir ITD-Stimulation, (c) rostraler CIC erhilt bilaterale Pro-
jektionen aus dem SOC und zeigt ebenfalls ITD-Sensitivitit (Loftus et al. 2010). Ferner
iiberlappen sich auch die synaptischen Dominen. Die Projektionen aus dem kontralateralen
DNLL iiberlappen sich mit denen aus dem ipsilateralen LSO. Sie bleiben jedoch getrennt
von den kontralateralen DCN- und LSO-Projektionen (Fathke and Gabriele 2009). Die Pro-
jektionen der synaptischen CIC-Domaénen, die zu MGB aufsteigen, verbleiben iiberwiegend
parallel (Cant and Benson 2007).

Die letzten Studien zeigen, dass sich IC-Regionen hinsichtlich der Eingédnge an ihren inhi-
bitorischen und exzitatorischen Neuronen unterscheiden. Fiir den CIC (IC-core, engl.) wurde
gezeigt, dass die exzitatorischen Neurone Eingénge von unterschiedlichen Kombinationen
der auditorischen Nuklei erhalten. Die inhibitorischen Neurone bekommen ihre Eingidnge
stattdessen von der gleichen Kombination der Nuklei (Chen et al. 2018). Die Eingénge an
den glutamatergen Neuronen stammen dabei aus: INLL, DCN, LSO, VCN (AVCN und
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PVCN) (Ito and Oliver 2010, Chen et al. 2018) Somit kénnten diese Neuronentypen unter-
schiedliche funktionale Felder im IC (Loftus et al. 2010) reprédsentieren.

CIC-Neurone bilden neben den absteigenden und aufsteigenden axonalen Projektionen auch
zahlreiche axonale Kollaterale zu den lokalen Neuronen. Dabei bilden sie intralaminare wie
auch interlaminare Projektionen. Studien der letzten Dekade deuten auf zahlreiche Interneu-
rone im IC hin (Ito and Malmierca 2018). So wurde fiir eine Klasse der GABAergen Neurone
— den grofBen GABAergen Neurone (engl. large GABAergic neurons, LG-Neurone, Ito et al.
2009) gezeigt, dass sie gutamaterge Eingéinge von den lokalen und kommissuralen Neuronen
erhalten (Ito and Oliver 2014, Ito et al. 2015). AuBBerdem erhalten Dutzende in der gleichen
fibro-dendritischen (isofrequenten) Lamina liegenden LG-Neurone axo-somatische Ein-
génge von einem einzigen lokalen glutamatergen Neuron. Da einzelne lokale exzitatorische
Neurone nur wenige somatische Eingdnge auf einem LG-Neuron bilden, wird vermutet, dass
die LG-Neurone innerhalb der Lamina Eingénge von den zahlreichen lokalen exzitatorischen
Neuronen integrieren und ihrerseits zum MGB projizieren (Ito and Oliver 2014). In dem CIC
der Maus wurde gezeigt, dass die exzitatorischen als auch inhibitorischen Netzwerke bereits
in dem postnatalen Alter von zwei Tagen entwickelt sind. Diese Netzwerke liegen in der
gleichen fibro-dendritischen Lamina und iiberlappen sich. Dabei bildet sich nach dem Ein-
setzen des Horvermogens die Dominanz der inhibitorischen tiber die exzitatorischen Netz-
werke (Sturm et al. 2014). Des Weiteren wurden die GABAergen CIC-Neurone in Bezug
auf die Balance zwischen lokalen inhibitorischen und exzitatorischen Eingdngen in zwei
Gruppen differenziert: Eine mit Privalenz der inhibitorischen iiber die exzitatorische Ein-
ginge und die andere mit entgegengesetztem Verhiltnis der Eingéinge, wobei die Inhibition
in dieser Gruppe minimal ist. Die glutamatergen Neurone waren in dieser Hinsicht &hnlich

der ersten Gruppe der GABAergen Neurone (Sturm et al. 2017).

1.2.6 GABAerge und glutamaterge Neurone im IC

Anhand der molekularen synaptischen Marker und Tracerinjektionen wurde bis jetzt nur un-
ter GABAergen Neuronen eine Klassifizierung in die funktionalen Gruppen durchgefiihrt.
Im IC von unterschiedlichen Sdugetieren inklusive der Maus wurden zwei Klassen der GA-
BAergen Neurone anhand deren Morphologie und der exzitatorischen Eingéngen charakte-
risiert (Ito et al. 2016). Eine Klasse dieser Neurone sind die groen (Ratte, Soma-Diameter
> 16,5 um) GABAergen Neurone (bereits erwdhnt, LG-Neurone). Sie weisen zahlreiche so-
matische glutamaterge (VGIluT2-positive und VGIuT1-negative) Einginge auf. Die zweite
Klasse beinhaltet die kleinen GABAergen Neurone (engl. small GABAergic neuron, SG-
Neurone) mit Soma-Dimeter < 10,7 um. Diese Neurone weisen keine VGluT2-vermittelten
somatischen Eingédnge auf. Im CIC der Ratte zeigen ca. 50% (von Autoren berichtigt 73%)
aller GABAergen Neurone viele somatische VGluT2-positive Eingénge auf. Die Nervenzel-

len mit einem intermedidren Soma-Durchmesser weisen gemischte Eigenschaften auf (Ito et
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al. 2009, Ito and Oliver 2012). LG-Neurone erhalten deutlich mehr axo-somatische erre-
gende Einginge als SG- oder glutamaterge Neurone. LG- als auch SG-Neurone erhalten
deutlich mehr erregende axo-dendritische Eingéinge als glutamaterge Neurone. Ferner be-
kommen LG-Neurone deutlich mehr inhibitorische axo-dendritische Eingéinge als glutama-
terge Neurone. Anzahl der inhibitorischen axo-somatischen Eingénge ist zwischen den LG-,

SG- und glutamatergen Neuronen nicht unterschiedlich (Ito 2020).

Die somatischen VGIuT2-Eingédnge an den LG-Neuronen entstammen aus dem INLL, SOC,
DCN, von kommissuralen Projektionen sowie den lokalen IC-Neuronen. Dabei konnen am
Soma eines LG-Neurons Eingidnge von mehreren auditorischen Nuklei konvergieren (Ito and
Oliver 2014, Ito et al. 2015). Absteigende kortikale Eingdnge im IC sind VGIuT1-positiv
und VGluT2-negativ (Fujiyama et al. 2001) und bilden somit nicht die somatischen VGluT2-
Eingénge an LG-Somata. Auch aufsteigende erregende Projektionen aus dem VCN bilden
nicht die VGIluT2-positiven Synapsen an LG-Somata (Ito et al. 2009).

Der Ursprung der somatischen Eingédnge an den LG-Neuronen korreliert mit der IC-Region.
LG-Neurone im CIC erhalten glutamaterge Eingénge liberwiegend aus dem kontralateralen
DCN, dem ipsi- und kontralateralen SOC und ipsilateralen INLL, wiahrend die Neurone im
Cortex von IC iiberwiegend ipsilaterale INLL-Eingénge erhalten. Auch innerhalb des CIC
findet eine Auftrennung der Eingangsquellen statt. Der kontralaterale DCN projiziert iiber-
wiegend zu den LG-Neuronen in dem ventralen und kaudalen CIC, die SOC-Einginge de-
cken den lateralen und rostralen Teil ab und der INLL den dorsalen und rostralen CIC (Ito
and Oliver 2014, Ito et al. 2015). Die LG-, SG- und exzitatorischen IC-Neurone erhalten
GABAerge und/oder glycinerge Inhibition (Malmierca et al. 2005, Ito 2020).

Ito konnte die LG-, SG- und glutamatergen Neurone hinsichtlich ihrer Antworten auf die
akustischen Stimuli in vivo charakterisieren. LG-Neurone zeigen breitere Tuningkurven so-
wie stiarkere Antworten auf die frequenz-modulierte Stimuli als die SG- oder glutamatergen
Neurone. Dementgegen sind weder Bestfrequenz, noch Antworten auf ipsi-, kontra- und bi-
laterale Pegelunterschiede oder die Latenz der Antworten auf Bestfrequenztone bzw. Rau-
schen-Pulse zwischen diesen Neuronengruppen unterschiedlich (Ito 2020). Des Weiteren
konnen glutamaterge Neurone (bzw. deren Feuerraten) besser den amplituden-modulierten
Stimuli folgen als die GABAerge Neurone (Ono et al. 2017). Ono und Kollegen zeigen bei
ca. der Hélfte der glutamatergen und GABAergen CIC-Neurone eine Sensitivitdt zu den in-
terauralen Laufzeitunterschieden (ITD) (Ono et al. 2020).

In einer in vivo Studie in der Maus wurde gezeigt, dass akustische Stimulation EPSCs in den
groBBen GABAergen DCIC-Neuronen mit einer kiirzeren Latenz als in den kleineren GABA-
ergen Neuronen hervorruft. Diese GABAergen Neurone leiten eine schnelle feed-forward
Inhibition zum MGB (Geis and Borst 2013). Eine andere Studie zeigte, dass die IPSCs, die
im Brachium des IC evoziert wurden, friiher als die EPSCs im MGB registriert werden (Pe-

ruzzi et al. 1997). Ito und Kollegen zeigten, dass 82% der LG-Neurone zum MGB projizieren
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(Ito et al. 2009). Anhand dieser Evidenzen wird vermutet, dass LG-Neurone die Quelle der
schnellen feed-forward Inhibition zum MGB darstellen (Ito and Malmierca 2018). Die letz-
ten Studien konnten dennoch belegen, dass kleine GABAerge Neurone ohne somatische
VGIuT2-positive Eingéinge den gréften Anteil von allen inhibitorischen Projektionen zum
MGB ausmachen (Beebe et al. 2018).

1.3 HCN-Kanile und Ih-Strom im auditorischen System

Die Zusammensetzung der unterschiedlichen Ionenkanéle in den Membranen der Neurone
bestimmt im Wesentlichen ihre Physiologie und Funktion. Eines dieser Kanile sind die span-
nungsabhingigen ionenselektiven Porenschleifen-Kationenkandle mit der englischsprachi-
gen Abkiirzung HCN — hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-gated channel.
Wie aus der Bezeichnung hervorgeht werden sie, im Gegensatz zu den meisten spannungs-
gesteuerten lonenkandlen, tiber die Hyper- und nicht {iber die Depolarisation aktiviert. Aus
diesem Grund wird der durch die HCN-Offnung hervorgerufene Kationenstrom — Ih-Strom,
vom englischen hyperpolarisation current, wobei 1 fiir Formelzeichen der elektrischen
Stromstérke steht, genannt (Biel et al. 2009). Eine weitere Besonderheit der HCN-Kanéle
besteht darin, dass sie iiber eine direkte Interaktion mit dem zyklischen Adenosinmonophos-
phat (cAMP) (DiFrancesco and Tortora 1991) oder auch mit dem zyklischen Guanosinmo-
nophosphat (cGMP) moduliert werden kénnen (Ludwig et al. 1998). Bei Wirbeltieren wur-
den sie im Herz (Brown et al. 1979, Yanagihara and Irisawa 1980, DiFrancesco 1981), Ge-
hirn, Riickenmark (Halliwell and Adams 1982, Maccaferri et al. 1993, Milligan et al. 2006)
und peripheren Nervensystem (Chaplan et al. 2003) nachgewiesen. Sie bilden die Grundlage
der kardialen (Schrittmacherpotential) (Brown et al. 1979, Yanagihara and Irisawa 1980)
und neuronalen (McCormick and Pape 1990) Rhythmizitét. Dariiber hinaus beeinflussen sie
den Ruhemembranpotential (Lupica et al. 2001, Nolan et al. 2007), die Integration axo-den-
tritischer Eingidnge (Magee 1999) und die synaptische Signaliibertragung (Beaumont and
Zucker 2000), die Entstehung der Langzeitpotenzierung (LTP) (Nolan et al. 2004) oder die
zeitliche Integration der visuellen Stimuli in der Retina (Demontis et al. 1999). In dem audi-
torischen System wurden die HCN-Kanile bzw. Th-Strome ebenso mehrfach beschrieben
(Banks et al. 1993, Golding et al. 1995, 1999, Smith 1995, Santoro et al. 2000, Koch and
Grothe 2003, Koch et al. 2004, Notomi and Shigemoto 2004, Leao et al. 2006, Oertel et al.
2009, Khurana et al. 2012, Baumann et al. 2013, Rusznék et al. 2013, Caspari et al. 2015).

1.3.1 Aufbau und Funktionsweise der HCN-Kandile

Die HCN-Kanile in den Sdugetieren werden von vier Genen kodiert (HCN1-4) und bestehen
aus vier Untereinheiten (UE), die um eine Pore organisiert sind (Ludwig et al. 1998, 1999,
Ishii et al. 1999, Wahl-Schott and Biel 2009). Die Untereinheiten konnen Homo- und Hete-

rotetramere, mit Ausnahme der HCN2- und HCN3-Heteromeren, bilden. Die Isoformen der
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HCN-Kanéle unterscheiden sich in ihrer Kinetik, Spannungsabhédngigkeit und cAMP-Sensi-
tivitdt (Ludwig et al. 1999, Moosmang et al. 2001, Altomare et al. 2003, Much et al. 2003,
Baruscotti et al. 2010).

Die Aktivierung der HCN-Kandéle resultiert in einem Einwértsstrom von Na'- und Auswiirts-
strom von K*-Ionen, im Verhiltnis (Pna/Px) 0,2 bis 0,4. Der Na'-Einstrom héingt dabei stark
von der extrazellulidren K*-Konzentration ab (Pape 1996). Eine relativ niedrige Ca**-Perme-
abilitdt wurde HCN4-Isoformen nachgewiesen (Yu et al. 2004). Das Umkehrpotential des
Ih-Stromes liegt bei -35 bis -40 mV (Bal and Oertel 2000, Funahashi et al. 2003).

HCN-Kanile 6ffnen bei Membranpotentialen zwischen -45 und -60 mV, in der Néhe des
Ruhemembranpotentials, und schlieBen bei den positiven Membranpotentialen. Die Deakti-
vierung der HCN-Kanéle ist nicht spannungsabhéngig (Pape 1996, Ludwig et al. 2003). Sie
werden von den extrazellularen Cs*-Ionen sowie von dem Antagonisten ZD-7288 blockiert.
HCN-Kanile sind nicht sensitiv fiir Ba" (Blocker von inward rectifer (engl.) K'-Kanilen
(Kir)), Tetraethylammonium (TEA) sowie 4-Aminopyridin (Blocker der spannungsabhéngi-
gen K'-Kanile) (DiFrancesco 1982, Ludwig et al. 1998, Bal and Oertel 2000).

Die Spannungsabhéngigkeit der Kanalaktivierung (Strom-Spannungskurve) unterliegt einer
sigmoidalen Abhdngigkeit und wird mit Hilfe der Bolzmannfunktion beschrieben (Abb. 2,
C). Als Mittelpunkt auf der Kurve wird dabei das halbmaximale Aktivierungspotential be-
stimmt (Abb. 2. C, rote Punktierlinie). Die halbmaximale Aktivierung variiert zwischen den
HCN-Isoformen, dabei findet sie bei HCN1 bei positiveren Spannungen als bei HCN4 statt
(Ludwig et al. 1999, Moosmang et al. 2001, Altomare et al. 2003). Die cAMP und cGMP
sind zwar nicht ausreichend um HCN-Kanéle zu 6ffnen (dafiir ist Hyperpolarisation notwen-
dig), sie modulieren jedoch das Potenztial der halbmaximalen Aktivierung in Richtung der
weniger negativen Spannungen (DiFrancesco and Tortora 1991). Die HCN1- und HCN3-
Kanile sind am wenigsten sensitiv fiir cAMP, wéhrend die HCN2 und HCN4 wesentlich
starker davon moduliert werden (Viscomi et al. 2001, Altomare et al. 2003, Stieber et al.
2005).

Die Kinetik der HCN-Kanile wird iiber die Aktivierungszeitkonstanten beschrieben. Diese
werden iiber die einfachen oder doppelten exponentiellen Trendlinien bestimmt (Banks et
al. 1993, Biel et al. 2009). Die Kinetik der HCN-Kanéle hingt mafgeblich von der Zusam-
mensetzung der Untereinheiten des Kanals ab (Abb. 2, A) (Santoro et al. 2000, Moosmang
et al. 2001, Altomare et al. 2003).

Die HCN1-Isoform besitzt die schnellste Kinetik: 30-300 ms, und die hochste halbmaximale
Aktivierungsspannung (-70 bis -90 mV) im Vergleich zu den anderen drei HCN-Isoformen
(Abb. 2, A, C). Die HCN4-Kanile besitzen die langsamste Kinetik: Die Aktivierungszeit-
konstanten, abhéngig von der Hohe der hyperpolarisierenden Spannung, liegen zwischen

Hunderten von Millisekunden und einigen Sekunden. Die halbmaximale Aktivierung von
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HCN4 und HCN2 liegt zwischen -70 und -100 mV. Die Aktivierungszeitkonstante und halb-
maximale Aktivierung von HCN2 und HCN3 liegen zwischen denen von HCN1 und HCN4
(Ishii et al. 1999, 2001, Ludwig et al. 1999, Seifert et al. 1999, Santoro et al. 2000, Stieber
et al. 2005).

1.3.2 Physiologische Bedeutung des Ih im Gehirn

HCN-Kanéle werden von den Spannungen in der Ndhe des Ruhemembranpotentials geo6ft-
net. Deswegen beeinflussen sie maf3geblich das Ruhemembranpotential (Lupica et al. 2001,
Ludwig et al. 2003, Nolan et al. 2007). Grundsétzlich verfiigen die HCN-Kandle iiber eine
persistierende funktionale Dualitdt. Sie konnen sowohl der Hyper- als auch der Depolarisa-
tion der Membran entgegenwirken. Wenn die HCN-Kanéle z. B. durch eine hyperpolarisie-
rende Strominjektion aktiviert werden, ermdglichen sie einen depolarisierenden Na'-Ein-
wirtsstrom; im Gegenteil, wenn die Zelle depolarisiert wird, beglinstigen sie die Hyperpo-
larisation, indem sie inaktiviert werden. Auf diese Weise trdgt Th zur Stabilisierung des
Membranpotentials sowohl bei inhibitorischen als auch exzitatorischen Stimuli bei. Die Ak-
tivierung und Deaktivierung der HCN-Kanéle wird bei den hyper- und depolarisierenden
Strominjektionen anhand einer Spannungseinsackung — so genannten Ih-sag (engl.) gut
sichtbar (Abb. 2, B) (Nolan et al. 2007, Biel et al. 2009). Der nach dem Ende der hyperpo-
larisierenden Strominjektion entstehende Th-hump (engl. Hiigel) begiinstigt das Entstehen
des so genannten Rebound-AP (Koch and Grothe 2003, Nagtegaal and Borst 2010). Aul3er-
dem senkt der [h-Strom den Eingangswiderstand der Neurone und beschleunigt die Memb-
ranzeitkonstante (Golding et al. 1995, Bal and Oertel 2000, Ludwig et al. 2003, Nolan et al.
2007).

Die physiologische Bedeutung des Ih-Stroms kommt bei der dendritischen Integration in den
pyramidalen Neuronen im Hippocampus (CA1) zur Geltung. Entsprechend der Kabeleigen-
schaften der Dendriten sollten die EPSPs, die an den distalen Dendritenenden eintreffen,
starker und iiber eine lingere Zeitskala als die proximalen Eingéinge aufsummiert werden. In
der Realitét flihrt jedoch der HCN1-vermittelte Th in den pyramidalen CA1-Neuronen dazu,
dass die Amplitude und Dauer der zeitlichen Summation der distalen und proximalen dend-
ritischen Eingédnge dhnlich bleiben. Der Th-Strom begiinstigt auch die Weiterleitung der
EPSCs entlang der Dendriten, denn er wirkt dem Amplitudenverlust entgegen und beschleu-
nigt die Kinetik der postsynaptischen Strome (Magee 1998, 1999, 2000, Tsay et al. 2007,
Biel et al. 2009). In dem auditorischen System wurde gezeigt, dass die Th-Strome die zeitli-
che Summation von IPSCs und EPSCs reduzieren (Abb. 2, D) (Golding et al. 1995, Koch
and Grothe 2003).
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Des Weiteren ermoglicht der Th-Strom die Auspragung der Resonanzeigenschaften in korti-
kalen pyramidalen Neuronen, da er sowohl high-pass- als auch low-pass- Filtereigenschaften
der Membran unterstiitzt. Bei niedrigen Frequenzen stabilisiert der langsam aktivierende Ih-
Strom die Membranzeitkonstante, was zur Tiefpassfilterung fiihrt. Bei hoheren Frequenzen
bleibt fiir die Aktivierung des Th nicht ausreichend Zeit, was zur Hochpassfilterung fiihrt.
(Ulrich 2002).
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Abb. 2. Physiologische Eigenschaften des Ih-Stroms und der Isoformen der HCN-Kanédle (HCN1-
4). Exemplarische Ableitungen von vier HEK293-Zellen, die unterschiedliche Isoformen des HCN-
Kanals (1-4) exprimieren (A). Gezeigte Strome wurden anhand einer hyperpolarisierenden Span-
nungsinjektion von -100 mV hervorgerufen (Moosmang et al. 2001). Schematische Darstellung der
ruhemembranpotentialstabilisierenden Wirkung des Ih-Stroms (B). Bei hyperpolarisierenden Stro-
minjektionen von -200 pA veréndert sich die Membranspannung unter Ausbildung eines depolari-
sierenden Ih-sag (linkes Panel), bei der depolarisierenden Strominjektion bildet sich der hyperpola-
risierender Th-sag (rechtes Panel). Die Inaktivierung der HCN-Kanéle mit Cs* (rot) eliminiert den Th-
Spannungsabhingigkeit der HCN-Kanalaktivierung (C), es sind die sigmoidalen Bolzmankurven fiir
die HCN1-4 Isoformen, die in den HEK293-Zellen exprimiert sind, gezeigt. Halbmaximale Aktivie-
rung (50% der normierten Stromstérke) ist mit der roten Punktierlinie gezeigt. Inlett zeigt exempla-
rische Verdnderung der Stromstérke filir den jeweiligen Spannungspuls, Pfeil zeigt den Zeitpunkt, zu
dem der in der Abbildung gezeigte Reststrom ermittelt wurde. Halbmaximale Aktivierung von
HCNI findet bei positiveren Spannungen statt als von HCN4 (Moosmang et al. 2001). Das Blockie-
ren von HCN-Kanélen mit ZD7288 verstirkt die zeitliche Summation der EPSP und IPSP (rot, oben),
die mit zehn simulierten positiven und negativen Strompulsen (Widerholungsfrequenz von 200Hz,
unten) in einem Onset-Neuron im CIC der Ratte hervorgerufen wurden (D). In Abwesenheit von
7ZD7288 bleibt die Summation der EPSP und IPSP minimal (oben, Kontrolle) (Koch and Grothe
2003).
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Auch die Oszillationseigenschaften (Schrittmachereigenschaften) der Neurone werden vom
Ih dhnlich zu dem Schrittmacherpotential im Herz von Vertebraten beeinflusst. Dabei wer-
den die theta-Oszillationen (4-9 Hz) im Hippocampus der Méuse iliber die HCN1 Kanile
vermittelt. (Nolan et al. 2004). In dem préifrontalen Cortex wird iiber die cAMP-Konzentra-
tionsregulation und die darauffolgende Verinderung der Offnungswahrscheinlichkeit der
HCN-Kanéle die Auspriagung des rdumlichen Gedéchtnisses beeinflusst (Wang et al. 2007).
In CA1-Neuronen des Hippocampus hemmen die HCN1-Kanéle die Entstehung der von der
Ca?"-Konzentration abhiingigen dendritischen APs und setzen somit die Langzeitpotenzie-
rung (engl. long-term potentiation, L'TP) herab (Tsay et al. 2007). Die Abwesenheit der
membranpotentialstabilisierenden HCN-Kanéle begiinstigt Epilepsien (Nishitani et al.
2019). In der Retina beeinflusst der Ih die Verarbeitung der visuellen Signale in der zeitli-
chen Ebene (Demontis et al. 1999).

1.3.3 HCN-Kaniile im auditorischen System

In den auditorischen Nuklei des Hirnstamms und Thalamus sind die unterschiedlichen Isof-
ormen der HCN-Kanéle weit vertreten. Die Immunreaktivitdt bzw. mRNA-Expression fiir
HCNI-Isoformen wurden in VCN, AVCN, PVCN, LSO, MSO, SPN, MNTB, VNLL (je-
doch nicht im DNLL), IC und MGB gezeigt. Die HCN2-Isoform wurde in den gleichen
Nuklei und zusétzlich noch im DNLL nachgewiesen, wobei es in VCN fehlte. HCN3- und
HCN4-Kanéle wurden im DCN, VCN, SOC, LL, IC und MGB gezeigt. Wobei die HCN3-
Isoform ist im Vergleich zu HCN1-, -2 und -4 Isoformen im IC gering vertreten ist (Moos-
mang et al. 1999, Monteggia et al. 2000, Santoro et al. 2000, Koch et al. 2004, Notomi and
Shigemoto 2004, Oertel et al. 2009, Khurana et al. 2012, Rusznak et al. 2013, Caspari et al.
2015).

Im auditorischen System tragen die HCN-Kanidle zusammen mit den bei niedrigen Memb-
ranspannungen aktivierenden Kaliumkanélen (engl. low voltage activated potassium chan-
nels) zu einer Erhohung der Prizision der Signalverarbeitung in der Zeitebene (Koinzidenz-
detektion) bei und verhindern die Integration bzw. zeitliche Summation der Eingénge (Koch
and Grothe 2003, Yamada et al. 2005, Nagtegaal and Borst 2010, Khurana et al. 2011, 2012).
Dabei sind die Neurone mit schnell-aktivierenden Ih-Stromen (z.B. iiber die schnellen
HCN1-Kanéle vermittelt) fiir niedrige zeitliche Summation der synaptischen Einginge und
zeitlich genaue Signaltransduktion besser gewappnet als Neurone mit langsam-aktivieren-
den Ih-Strémen (Nagtegaal and Borst 2010).

Bei binauralen Koinzidenzdetektor-Neuronen in der MSO, die interauralen Laufzeitunter-
schiede (ITD) auf einer Zeitskala von wenigen Millisekunden detektieren und somit zur Lo-
kalisation der tieffrequenten Tone in der horizontalen Ebene beitragen, tragen die HCN-
Kanile zur Koinzidenzdetektion der exzitatorischen Eingédnge bei (Khurana et al. 2012). Da-
bei von vier HCN-Isoformen vor allem HCN1 und -4 sind in der MSO vertreten. Die MSO-
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Neurone zeigen eine starke Verdnderung der Ih-Eigenschaften wéhrend der postnatalen Ent-
wicklung. Nach der Aktivierung des Horvermogens werden die Th-Strome bei mehr depola-
risierenden Spannungen aktiviert und zeigen eine schnellere Kinetik. In dem Nukleus Lami-
naris der Vogel, der ein Analog zu der MSO beziiglich der Schallokalisation darstellt, tragen
die ebenso schnell-aktivierenden HCN1 (und HCN2) zur Koinzidenzfunktion bei (Yamada
et al. 2005). Auch in den Oktopusneuronen des PVCN, die auf Onset der Stimuli zeitlich
sehr prizise reagieren und koinzidente Aktivierung der Axone des auditorischen Nervs de-
tektieren, wurden Ih-Stroéme und HCN-Kanéle nachgewiesen. Dabei tragen neben den HCN-
Kanilen (schnelle HCN1 im VCN) auch die bei den niedrigen (depolarisierenden) Spannun-
gen aktivierenden K'-Kanéle zu dieser Eigenschaft bei (Bal and Oertel 2000, Oertel et al.
2009). Beide Kanile senken den Membraneingangswiderstand, was zu den schnellen Memb-
ranzeitkonstanten (ca. 200 us) und als Folge zu einer kurzen Integrationszeit (ca. 1 ms) fiihrt
(Golding et al. 1995, 1999).

Im IC wurde der Einfluss des Ih-Stroms auf die Integration der iiber den Leninismus lateralis
aufsteigenden inhibitorischen und exzitatorischen Eingédnge gezeigt. Die zeitliche Summa-
tion der schnell wiederholenden de- bzw. hyperpolarisierenden Strompulsinjektionen wurde
in Onset-Neuronen dank des Ih-Stroms reduziert (Abb. 2, D, Kontrolle). Die Deaktivierung
der HCN-Kanéle mit dem ZD7288-Reagent fiihrte im Gegenteil zu einer Verstarkung der
zeitlichen Summation der Eingéinge und folglich zum Verlust der zeitlichen Auflosung der
Signaltransduktion (Abb. 2, D, rot) (Koch and Grothe 2003).

Dartiber hinaus wurde in den tonotop organisierten auditorischen Nuklei (Nukleus Laminaris
der Vogel und MSO der Nagetiere) ein Gradient der Ih-Eigenschaften (u.a. Kinetik) gezeigt
(Yamada et al. 2005, Baumann et al. 2013).

Im IC wurden anhand der de- und hyperpolarisierenden Strominjektionen unterschiedliche
Neuronentypen beschrieben. Es wurde dabei bei den GABAergen sowie den glutamatergen
Neuronen die Priasenz von Th-Stromen gezeigt (Peruzzi et al. 1997, Sivaramakrishnan and
Oliver 2001, Koch and Grothe 2003, Ono et al. 2005, Tan et al. 2007). Im CIC wurde gezeigt,
dass die Kinetik des Th-Stroms bei Onset- und adaptierenden (phasische) Neuronen schneller
ist als bei den regelmédBig (tonisch) feuernden Neuronen (Koch and Grothe 2003). Diese
Evidenzen weisen auf eine Expression von unterschiedlichen HCN-Isoformen bei den IC-
Neuronen hin. Ob die Expression der unterschiedlichen HCN-Isoformen neurotransmitter-

spezifisch ist, wurde im CIC der adulten Tiere bis dato nicht untersucht.
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1.4 Glutamaterge synaptische Ubertragung im auditorischen System

1.4.1 Funktionsweise der glutamatergen Synapse

L-Glutamat tritt als exzitatorischer Neurotransmitter im peripheren und zentralen Nerven-
system der Sdugetiere auf. Im gesamten Gehirn ist Glutamat der wichtigste exzitatorische
Neurotransmitter (Purves 2004, Traynelis et al. 2010). Ungefahr 75% der Neurone im IC
werden als glutamaterg eingestuft (Ito et al. 2011, Ito and Oliver 2012).

Der Neurotransmitter L-Glutamat wird bei dem Krebs-Zyklus aus der Glukose synthetisiert
und mit der Glutaminase aus dem Glutamin umgewandelt (Erecinska and Silver 1990). Mit
Hilfe des vesikuldren Glutamat-Transporters (VGIuT1, 2 oder 3 (Takamori 2006)) wird Glu-
tamat in die Vesikel der Prasynapse transportiert und dort angereicht (Abb. 3). Das Eintref-
fen des AP an der prisynaptischen Endigung aktiviert die spannungsabhingigen Ca’*-Ka-
nile. Die Erhéhung der Ca?’-Konzentration durch den Ca**-Einstrom in die Prisynapse be-
giinstigt die Aktion von SNARE-Proteinen (engl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor
attachment receptor) in der Prasynapse und ermoglicht die Sezernierung des Glutamats in

den synaptischen Spalt (Bear et al. 2018).

Im synaptischen Spalt kann Glutamat unterschiedliche ionotrope und metabotrope Rezepto-
ren aktivieren (Bear et al. 2018). Die metabotrope (G-Protein-gekoppelten) Glutamatrezep-
toren (mGluR) kénnen pri- oder postsynaptisch oder an den Gliazellen lokalisiert sein (Conn
2003, Nicoletti et al. 2011). Zu den ionotropen ligandgesteuerten Kationenkanélen gehoren
folgende Rezeptoren: Kainat — benannt nach dem Agonisten Kainsdure, NMDA — benannt
nach dem Agonisten N-Methyl-D-Aspartat und AMPA-Rezeptoren — benannt nach dem A-
gonisten a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionische Sdure. Kainatrezeptoren
konnen post- und/oder priasynaptisch lokalisiert sein, wahrend AMPA und NMDA postsy-
naptisch (Traynelis et al. 2010).

Die Aktivierung der ionotropen Rezeptoren an der postsynaptischen Endigung verursacht
bei den NMDA-Rezeptoren Ca**- und Na'-Einstrom sowie bei den AMPA-Rezeptoren iiber-
wiegend nur Na'- und weniger oft Ca?*-Einstrom. Der Einstrom von Ca*" und/oder Na* wird
vom K'-Ausstrom in den synaptischen Spalt begleitet. Da die Ionen entlang ihrer Konzent-
rationsgradienten die postsynaptische Membran passieren, findet die Depolarisation der
postsynaptischen Membran statt und fiihrt zum Entstehen des exzitatorischen post-synapti-
schen Potentials (EPSP) oder des AP (Bear et al. 2018). Glutamat wird mit dem exzitatori-
schen Aminosdurentransporter EAAT (engl. exzitatory amino-acid transporter) aus dem sy-
naptischen Spalt in die Gliazellen aufgenommen, mit Gln-Synthetase zuriick in das Glutamin
hydrolysiert und in die Neurone (Prasynapse) transportiert (Sanacora et al. 2008, Bear et al.
2018).
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Prasynaptische Endigung

JG.

GIn Synthetase

Gliazelle

Postsynaptische Endigung

Abb. 3. Glutamaterge synaptische Ubertragung. Glutamat (Glu) wird aus Glutamin (Gln) mithilfe
der Glutaminase synthetisiert. Glu wird mit dem vesikuldren Glutamattransporter (VGIuT) in die
Vesikel der Prasynapse geladen. Bei der Depolarisation der Membran der Prasynapse 6ffnen die
spannungsabhingigen Ca**-Kanile, Calciumeinstrom 18st das Sezernieren von Glu in den synapti-
schen Spalt. Glutamat aktiviert Kainat-, NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor) und AMPA-
Rezeptoren (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionische Sdure Rezeptor) sowie pra- und
postsynaptische oder an den Gliazellen lokalisierte metabotrope Glutamatrezeptoren (mGluR). Bei
dem Glu-Recycling wird dieser mit EAAT — excitatory amino-acid transporter (engl.) aus dem sy-
naptischen Spalt in die Gliazellen aufgenommen und mit GIn-Synthetase in Glutamin zuriickumge-
wandelt. Aus Sanacora et al. 2008, verdndert.

Die Aktivierung der metabotropen mGluR (1-8) Rezeptoren verursacht die Modulation vie-
ler anderer Rezeptoren, z.B. Gruppe I und II der mGluR modulieren AMPA- und GABAA-
Rezeptoren im IC und beeinflussen somit die Balance zwischen Exzitation und Inhibition
(Farazifard and Wu 2010). Die mGIluR sind an der Regulation der synaptischen Plastizitét
beteiligt (Lu 2014, Bear et al. 2018) oder tragen zu der Auspriagung von Gehirnerkrankungen
wie Autismus — Fragiles-X-Syndrom (FXS) (Ddlen et al. 2007) — oder Schizophrenie bei
(Patil et al. 2007).

Die NMDA-Rezeptoren sind fiir Na*- und vor allem fiir Ca®" durchlissig und unterscheiden
sich von den AMPA-Rezeptoren dadurch, dass sie spannungsabhédngigen einwértsgerichte-
ten Strom aufweisen. Selbst bei einem durch Glutamat aktivierten Rezeptor bleibt der Kanal
bei dem Ruhemembranpotential durch Mg" verschlossen. Die AMPA- und NMDA-

Rezeptoren kommen oft in den gleichen Synapsen vor. Die Aktivierung der AMPA-
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Rezeptoren ermoglicht die Depolarisation der Postsynapse, so dass der Mg"-Block aufgeho-
ben wird (Monyer et al. 1992, Kullmann and Lamsa 2007). Die NMDA-Rezeptoren brau-
chen zur Aktivierung den Koagonisten Glycin (Purves 2004). Der Ca®'-Einstrom, der die
Aktivierung der NMDA-Kanile begleitet, kann wie ein second messenger lange andauernde
Verdanderungen verursachen: Verdnderung der Genexpression, Einleitung der Apoptose,
Forderung der Langzeitpotenzierung (LTP) oder Langzeitdepression (LTD) und tragt somit
zur Bildung des Langzeitgedichtnisses bei (Hille 2001, Bear et al. 2018).

Im Gegensatz zu der relativ langsamen Kinetik der NMDA-Rezeptoren (10-1000 ms) er-
moglichen die AMPA-Rezeptoren die schnellste binnen wenigen Millisekunden ablaufende
Signalweiterleitung (Mosbacher et al. 1994, Trussell 1998, Hille 2001, Traynelis et al. 2010).

1.4.2 Signaltransduktion iiber AMPA-Rezeptoren

AMPA-Rezeptoren vermitteln den GroBteil der schnellen erregenden Ubertragung im zent-
ralem Nervensystem und sind entscheidend fiir ihre Entwicklung und Funktion des zentralen
Nervensystems (Traynelis et al. 2010). Im auditorischen System, wo die zeitliche Prazision
der Signalweiterleitung von grof3er Bedeutung ist, sind die AMPA-Rezeptoren wegen ihrer
schnellen Kinetik bedeutend (Geiger et al. 1995, Trussell 1999, Joshi et al. 2004, Yang et al.
2011).

AMPA-Rezeptoren sind tetra- oder pentamerische Homo- oder Heteromere, die aus vier Un-
tereinheiten 1-4 (GluR1-4) bestehen konnen. Die Untereinheiten (UE) kénnen durch das al-
ternative Splicing flip- oder flop-Form annehmen (Mosbacher et al. 1994, Traynelis et al.
2010). Die Zusammensetzung der Einheiten, die flip-flop-Variation sowie die Editierung der
mRNA bestimmen die Eigenschaften der lonenkanile. Zu diesen Eigenschaften gehoren die
Permeabilitit fiir die Ionen (Na®, K*, Ca*"), Kinetik oder die Desensitisierung (Mosbacher
et al. 1994, Lambolez 1996, Parks 2000). Die GIluR1, GIluR3 und GluR4-UE-
zusammengesetzten Rezeptoren sind fiir Na*, K" und Ca** permeabel, wihrend die Ionen-
kanile mit GluR2-UE fast ausschlieBlich nur Na" und K* durchlassen (Hollmann et al. 1991,
Burnashev 1996).

Bei der synaptischen Ubertragung ist die zeitliche Komponente der Signalweiterleitung von
grofler Bedeutung, da diese z. B. fiir Koinzidenz der Signale ausschlaggebend sein kann
(Parks 2000). Der Zeitverlauf der lonenstrome hiangt von der Diffusionsgeschwindigkeit des
Neurotransmitters in den synaptischen Spalt und der Kinetik der Glutamattransporter. Au-
Berdem hangt die Stromkinetik von solchen Rezeptoreigenschaften ab wie Reaktionszeit der
Kanal-Offnung/-SchlieBung sowie Desensitisierung des Rezeptors oder die Zeit, bis sich das
Glutamat von dem Rezeptor wieder entkoppelt (Parks 2000). Diese Eigenschaften sind zwi-

schen den Untereinheiten des AMPA-Rezeptors (GluR1-4) sowie deren Isoformen unter-
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A 1 mM Glutamat, 60 ms B 1 mM Glutamat, 60 ms
GluR4 flop GluR 2 flip / 4 flop
0,9+0,1ms 1,1+£0,2ms 200 pA
1200 pA
GluR4 flip ———  GIuR 2 flip/ 4 flip
1100 pA 6,1+1,5ms 200 pA
GluR1 flop GIuR 2 flop / 4 flop

3,7+0,7ms 20 pA Y 0,8+0,1ms I 200 pA

GIuR 2 flop / 4 flip

GluR1 flip ——
3,4+0,6ms 40 pA W 1'ms 1200 pA
_— 20 ms

20 ms

Abb. 4. Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung der AMPA-Rezeptor-
Untereinheiten/Untereinheitsisoformen und ihrer Kinetik am Beispiel der exzitatorischen postsynap-
tische Strome (EPSC). Die EPSCs wurden anhand der 60 ms langen Glutamatapplikationen in den
Oozyten von Xenopus laevis evoziert. Die Kinetik der AMPA-Rezeptoren wird mit den Abfallzeit-
konstanten erfasst, die iiber die einfache exponentielle Trendlinie ermittelt wurden (gestrichelte rote
Linie), Mittelwert + Standardabweichung. Homomere GIluR4 und GIuR1 (A) sowie Heteromere
GluR2/4 in ihrer flip und flop-Isoform. Aus Mosbacher et al. 1994, verandert.

schiedlich. Im Experiment lésst sich die Rezeptorkinetik mit Hilfe der elektrophysiologi-
schen Patch-Clamp-Technik, kombiniert mit der pharmakologischen Isolierung der Rezep-
toren, erfassen. Dabei werden die exzitatorischen postsynaptischen Stréme (engl. excitatory
post synaptic currents, EPSC) aufgezeichnet. Die Rezeptorkinetik wird anhand folgender
KenngroBlen beschrieben. Zum einen ist es die Anstiegszeit der EPSC, diese entspricht der
Aktivierung des lonenkanals (ein Zeitfenster zwischen 10% und 90% vom EPSC-
Amplitudenmaximum). Zum anderen ist das die Zeitkonstante (t) des EPSC-Abfalls, die der
Kanaldesensitisierung entspricht und anhand der einfachen exponentiellen Funktionen er-
mittelt wird (Abb. 4, A rote Punktierlinie). So zeigen die homo- als auch heteromeren
AMPA-Rezeptoren, die GluR440p-UE beinhalten, die schnellsten EPSC-Aballzeitkonstanten
(£ 1.3 ms, Abb. 4) im Vergleich zu den restlichen GluR-Isoformen. Die GluR1 sowohl in
ihrer flip als auch flop-Isoform zeigen stattdessen eine relativ langsame Kinetik (Abb. 4, A)
(Sommer et al. 1990, Mosbacher et al. 1994, Quirk et al. 2004, Traynelis et al. 2010).
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1.4.3 AMPA-Rezeptoren im auditorischen System

Die Expression der unterschiedlichen Isoformen der AMPA-Rezeptoren wurde in vielen au-
ditorischen Nuklei (CN, SOC, NLL) nachgewiesen, unter anderem auch im IC (Petralia and
Wenthold 1992, Gaza and Ribak 1997, Caicedo and Eybalin 1999). Exzitatorische Synapsen
an GABA- und glutamatergen Neuronen machen ca. 60% aller Synapsen im IC aus
(Nakamoto et al. 2013). Es wurde gezeigt, dass die Expression der AMPA-Rezeptor-
Isoformen sich wéhrend der postnatalen Entwicklung veridndert. Eine deutliche Expression
der Ca**-durchlissigen AMPA-Rezeptoren (bei denen die GluR2-UE fehlt (Bochet et al.
1994)) findet schon ab P4 im ECIC statt. Im CIC ist diese nur geringfiigig erst ab P8 préasent
und verbleibt in der weiteren postnatalen Entwicklung relativ niedrig (Caicedo et al. 1998).
Eine leichte bis moderate GluR 1-Immunreaktivitét erscheint im IC ab P12. Die GluR4-IR
wird stattdessen schon ab P4 detektiert und wird bis P12 immer prominenter. Eine leichte
bis moderate GluR2 und GluR2/3-IR im IC erscheint ab P4. Diese unterliegt keinen grof3en
Schwankungen wihrend der postnatalen Entwicklung (Caicedo and Eybalin 1999).

In dem auditorischen System spielen die AMPA-Rezeptoren wegen ihrer schnellen Kinetik
eine wichtige Rolle. Bei der Schalllokalisation werden die feinen Zeitunterschiede im Ein-
treffen der akustischen Signale an den Ohren — die binaurale Laufzeitdifferenz (ITD) oder
auch die binaurale Pegelunterschiede (ILD) unter Beteiligung dieser Rezeptoren verarbeitet
(Grothe et al. 2010, Yang et al. 2011, Rubio et al. 2017). In dem ILD-Netzwerk sind AMPA-
Rezeptoren, die GluR3 und 4-UE enthalten, fiir die schnelle und genaue Signalweiterleitung
zwischen den globularen Bushy-Neuronen des AVCN iiber calyx of Held Synapsen zu den
primdren Neuronen der MNTB unentbehrlich. Die GluR3-UE sind fiir das Netzwerk dabei
weniger von Bedeutung (Yang et al. 2011). Die Verteilung dieser schnellen GluR3- und
GluR4-Rezeptoren hingt im CN von dem Ziel-Neuron ab. So weisen die Synapsen an den
Bushy-Neuronen im VCN — GluR3; an den fusiformen Neuronen im DCN — GluR4 auf (Ru-
bio et al. 2017). Im IC ermoglichen sowohl AMPA- als auch NMDA-Rezeptoren die Ant-
worten der Neurone auf die amplitudenmodulierten Reize (Zhang and Kelly 2003). Die funk-
tionelle Rolle der unterschiedlichen AMPA-Rezeptor-Isoformen im IC und ob ihre Expres-

sion neurotransmitterspezifisch ist, bleibt noch weitgehend ungeklart.

1.5 Fragestellung im Kontext des aktuellen Forschungsstandes

Auf dem Weg zum Verstindnis der Funktionsprinzipien des IC werden die Eigenschaften
der einzelnen Neurone (Morphologie, Membraneigenschaften, molekulare Marker, Neuro-
transmittertyp) wie auch deren eingehenden, internen und ausgehenden Verschaltungen in-
klusive der Aspekte der synaptischen Ubertragung (Oliver et al. 2018) oder auch Antworten
der Neurone bei der akustischen Stimulation (Ono et al. 2016, 2017, 2020, Ito 2020) unter-
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sucht. Dabei ist es eine der Strategien, die Neurone mit dhnlichen Eigenschaften zu gruppie-
ren. Versuche, die exklusiven Merkmale von exzitatorischen oder inhibitorischen Neuronen
zu finden, sind im IC im Kontrast z.B. zu dem auditorischen Cortex (Budinger and Kanold
2018) bisher weniger erfolgreich gewesen. Weder neurotransmitterspezifische zelluldre
Morphologie (Oliver et al. 1994) noch fiir die GABAergen Neurone spezifische molekulare
Marker (Schofield and Beebe 2019) wurden im IC gezeigt. Weder wurden die libergreifen-
den Neurotransmitterphdnotyp-bezogenen Unterschiede in der Antwort der Neurone auf ein-
tonige akustische Reize (Ono et al. 2017), noch wurden Unterschiede in ihrer Plastizitdt (an-
dauerndes Neuronenfeuern nach dem Ende der akustischen Stimulation (engl. long-lasting
sound-evoked afterdischarge, LSA (Ono et al. 2016)) gezeigt. Des Weiteren konnten weder
deutlichen Unterschiede in der Sensitivitit auf die ITD (engl. interaural time difference) von
der Schall-Hiillkurven (Ono et al. 2020), noch in den Antworten auf de- und hyperpolarisie-
rende Strominjektionen (Ono et al. 2005) zwischen inhibitorischen und exzitatorischen IC-
Neuronen nachgewiesen werden. Die letzten Studien deuten jedoch an, dass Kombinieren
unterschiedlicher Merkmale (molekularen Marker, Neurotransmitterphanotyp) ein Potential
bei der Auftrennung der IC-Neurone hinsichtlich deren Antworten auf frequenz-modulierte
Stimuli birgt (Ito 2020). Dariiber hinaus wurden einige der IC-Studien in jungen Tieren dur-
geflihrt. In der Studie von Ono und Kollegen (Ono et al. 2005) waren nur wenige Neurone
enthalten, die den Tieren dlter als P13 stammen. Da Reifung der Neurone und neuronalen
Netzwerke nach dem Einsetzen der Horvermogens nicht abgeschlossen ist (Caicedo and Ey-
balin 1999, Ono et al. 2005, Walcher et al. 2011, Khurana et al. 2012), wurden die Experi-
mente der vorliegenden Arbeit erst in jungen adulten Tieren (>P22) durchgefiihrt.

Im IC wurden hyperpolarisierenden Strome (Ih) unterschiedlicher Kinetik bereits gezeigt,
diese wurden auch den Antworten der Neurone auf die depolarisierende Strominjektionen
gegeniibergestellt (Koch and Grothe 2003, Nagtegaal and Borst 2010). Auch die Expression
der unterschiedlichen Untereinheiten der HCN-Kanile (HCNI1, 2, 4) wurde im IC gezeigt,
wobei die Expression der HCN3-Isoform im IC gering ist (Moosmang et al. 1999, Koch et
al. 2004, Notomi and Shigemoto 2004). Ono und Kollegen brachten Indizien fiir die Prasenz
der Th-Stréme in den inhibitorischen und einigen Gruppen der exzitatorischen IC-Neurone
(Ono et al. 2005). Somit stellt sich die Frage, ob die Expression der HCN-Isoformen (1, 2
und 4), Ih-Stréme sowie die Antworten der Neurone auf die hyper- und depolarisierenden
Strominjektionen neurotransmitterspezifisch in dem CIC sind. Resultate der Experimente zu
dieser Fragestellung wurden in dem Journal of Neurophysiology von mir und Kolleginnen
verdffentlicht (Naumov et al. 2019).

Zahlreiche aufsteigenden glutamatergen Projektionen von INLL, DCN, LSO, VCN (AVCN
und PVCN erreichen den CIC iiber ihre durch den Lemniscus lateralis (LL) verlaufenden
Afferenzen (Ito and Oliver 2010, Chen et al. 2018). Dabei erhalten exzitatorische und inhi-
bitorische CIC-Neurone Eingidnge von unterschiedlichen Kombinationen dieser Nuklei
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(Chen et al. 2018). Diese Indizien konnten darauf hindeuten, dass GABAerge und glutama-
terge IC-Neurone unterschiedliche Rezeptoren exprimieren kénnten. Die Signaliibertragung
aus dem LL wird iiber die NMDA- und AMPA-Rezeptoren im IC vermittelt (Wagner 1996,
Moore et al. 1998, Ma et al. 2002), aulerdem wurde Expression unterschiedlicher AMPA-
Rezeptor-Isoformen (GluR1-4) im IC bereits gezeigt (Gaza and Ribak 1997, Caicedo and
Eybalin 1999). Deswegen und da insbesondere AMPA-Rezeptoren (darunter GluR4-Un-
tereinheit) fiir die zeitlich genaue Signaliibertragung in auditorischem System von Bedeu-
tung sind (Yang et al. 2011, Rubio et al. 2017) stellt sich die Frage: Ob die Signaliibertra-
gung aus dem LL an GABA- und glutamatergen CIC-Neuronen durch unterschiedliche
AMPA-Rezeptoren vermittelt wird?

Eine Klasse der inhibitorischen IC-Neurone — groe GABAerge Neurone (engl. LG-neuron),
wurden hinsichtlich ihrer perisomatische VGluT2-positiven Eingédnge (vesikuldrer Gluta-
mattransporter 2) charakterisiert (Ito et al. 2009). Dabei wurde gezeigt, dass, diese Einginge
u.a. dem LL und lokalen IC-Netzwerken abstammen (Ito and Oliver 2014, Ito et al. 2015).
Von einigen Autoren werden diese Neurone als Quelle der schnellen feed-forward-Inhibition
(Erregung trifft mit lingeren Latenz als Inhibition ein) zum MGB diskutiert (Peruzzi et al.
1997, Ito et al. 2009, Geis and Borst 2013, Ito and Malmierca 2018). Dennoch projizieren
iiberwiegend nicht-LG Neurone zum MGB (Beebe et al. 2018) auBerdem ist die Latenz der
inhibitorischen Eingéinge nicht immer kiirzer als die Latenz der exzitatorischen Eingéinge in
MGB-Neuronen (Bartlett and Smith 1999). Deswegen erscheint eine erregende Verschal-
tung an GABAergen Neuronen iiber mehr als eine Synapse nicht ausgeschlossen zu sein.
Darum wurde in den abschlieBenden Experimenten tiberpriift (a) ob die GABAergen Neu-
rone, die hier elektrophysiologisch untersucht wurden zur Gruppe der LG-Neurone gehoren
und (b), ob die dem LL entstammenden erregende Eingdnge an den GABA- und glutamater-
gen CIC-Neuronen direkt verschaltet sind, oder iiber mehrere Synapsen verschaltet sein

konnten.

25



METHODIK

2 Methodik

2.1 Tiermodell: Die transgene VGAT-ChR2-EYFP-Maus

Alle Tierexperimente dieser Arbeit sowie Haltung der Versuchstiere wurden entsprechend
der Vorschriften der EU-Tierversuchsrichtlinie und des deutschen Tierschutzgesetzes und
mit der Genehmigung des Landesamtes fiir Gesundheit und Soziales (LAGESO, Berlin)
durchgefiihrt.

Transgene VGAT-ChR2-EYFP Linie 8 Miuse (B6.Cg-Tg (Slc32a1-COP4*H134R/EYFP)
8Gfng/J) von Jackson Laboratories (JAX, Bar Harbor, Maine, USA, Stocknummer:
#014548) wurden in allen Experimenten dieser Arbeit eingesetzt, denn sie ermodglichen Iden-
tifikation der inhibitorischen Neurone in den lebenden und fixierten Gehirnschnitten. Bei
diesem Mausstamm wurde das Transgen des kiinstlichen bakteriellen Chromosoms (engl.
bacterial artificial chromosome, BAC) unter dem Promotor fiir den vesikuldarem GABA und
Glycin Transporter (VGAT, Gen Slc32al) eingebaut. Dabei kodiert das BAC-Transgen das
Fusionsprotein mhChR2-EYFP, das aus dem verdnderten Channelrhodopsin2 (engl.
ChR2/H134R) und enhanced yellow flourscent protein (engl. EYFP) besteht. Somit wird in
inhibitorischen (VGAT-positiven) Neuronen ChR2 und EYFP exprimiert. Tiere sind {iber-
lebensfahig, fertil und zeigen keine nachweisbare Horvermdgensminderung (Zhao et al.
2011, Xie and Manis 2014, Ono et al. 2016).

Da der Mausstamm hemizygot fiir das VGAT-ChR2-YFP BAC Transgen ist (Zhao et al.
2011) und fiir die Experimente die mhChR2-EYFP-Konstrukt-exprimierenden Tiere
(EYFP+) von Bedeutung waren, wurden die Mauswelpen in postnatalem Alter von 2-3 Ta-
gen (P2-3) auf die EYFP-Expression untersucht. Daflir wurden sie mit einer EYFP-
anregenden Blaulichtlampe (460-495 nm, FS/ULS-02B2, BLS-Ltd, Ungarn) und einer YFP-
Emissionsfilterbrille (520-560 nm) inspiziert. Bei den EYFP+ Mauswelpen schimmerte das-
wenig myelinisierte und an GABAergen Neuronen reiche Cerebellum durch die durchsich-
tige Schiadeldecke (Abb. 5, Mauswelpe links). Dagegen fehlte bei den EYFP-negativen
Mauswelpen jegliche EYFP-Fluoreszenz (Abb. 5, Mauswelpe rechts).

Der genetische Hintergrund des VGAT-ChR2-EYFP-Mausmodels ist der C57/Bl6 Maus-
stamm. Deswegen wurden beide Mausstimme und beide Geschlechter bei der Koloniein-
standhaltung eingesetzt. Dabei wurden die EYFP-positive Tiere mit den EYFP-negativen
verpaart. Die Tierhaltung unterlag einem 12/12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus. Die Miuse
hatten ad libitum Zugang zu Trinkwasser und Mausfutterpellets.
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Abb. 5. Nachweis der Expression des mhChR2-EYFP Kon-
struktes im Gehirn der juvenilen (P3) heterozygoten
VGAT-ChR2-EYFP Linie 8 Méiusen. Fotographische Auf-
nahme iiber den EYFP-Emissionsfilter (520-560 nm) zeigt
die Dorsalansicht der Maiduse im Licht einer EYFP-
anregenden Blaulichtlampe (460-495 nm). Der Schimmer
durch die Schideldecke bei der Maus links (EYFP+) weist
die Expression von mhChR2-EYFP in dem an VGAT-
positiven Neuronen in Cerebellum nach, wogegen bei dem
EYFP-negativer Maus (rechts) der Schimmer ausblieb.

Dorsalansicht

2.2 Verifizierung der inhibitorischen und exzitatorischen Neurone in der
VGAT-ChR2-EYFP-Maus

Bei dem VGAT-ChR2-EYFP-Mausstamm lassen sich die VGAT-positiven — inhibitorischen
Neurone auf zweifache Weise identifizieren: optisch — mit Hilfe der EYFP-Fluoreszenz und
optogenetisch — anhand der ChR2-vermittelten lonenstome, bzw. der depolarisierenden
Membranpotentialen. Das Epifluoreszenzmikrokop (Axio Examiner.Al, Carl Zeiss), der bei
den elektrophysiologischen Experimenten eingesetzt wurde, erlaubte keine zuverldssige Ve-
rifizierung der VGAT+ Neurone via EYFP-Signal. Dies geschah wegen dem niedrigen Sig-
nal/Rauschen Verhiltnis fiir EYFP-Signal im Durchlichtmikroskop. Deswegen wurde ro-
bustere optogenetische Verifizierungsmethode wéhrend der Patch-Clamp Experimenten ent-
schieden.

Bei dem optogenetischen Einsatz lieBen sich die ChR2-exprimierenden — also VGAT+
Neuro mit den 0.5—1s — langen Blaulichtpulsen (490-510 nm, HXP 120 C, Carl Zeiss, mitt-
lere Intensitédt der Gerdteskala) {iber das 40x / 0,75 nA Objektiv aktivieren. Somit wurden
die abgeleiteten Neurone in Bezug auf den Neurotransmittertyp ,,blind*“ ausgesucht: Erst
wihrend der Ableitung erfolgte ein kurzer ChR2-Lichttest. In den Voltage-Clamp Experi-
menten zeigte dabei ca. ein Drittel der IC-Neurone einen schnell aktivierenden und langsam
inaktivierenden Einwartsstrom (Abb. 6 A, VGAT+). Bei den restlichen (VGAT-) Neuronen
blieben diese Strome aus (Abb. 6 A, VGAT-). Bei diesen Experimenten wurden die Inhibi-
tionsblocker: SR95531 (Gabazin, allosterischer GABAAa-Rezeptor-Antagonist), Strychnin
Hydrochlorid (kompetitiver Antagonist der Glycinrezeptoren) und weitere Blocker der sy-
naptischen Transmission: TTX (Tetrodotoxin, Blocker der spannungsabhidngigen Na-Ka-
ndle), APS5 (2-Amino-5-phosphonovaleriansdure, Antagonist der NMDA-Rezeptoren),
DNQX (6,7-Dinitroquinoxaline-2,3-dione, Antagonist der AMPA- und Kainsdurerezepto-
ren) hinzugegeben. Da die ChR2 nichtselektive Kationenkanile sind, die u.a. fiir Na*, K*,
Ca?", Mg?" und H" permeabel sind (Schneider et al. 2015) und die synaptische Ubertragung
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in meisten Experimenten blockiert wurde, war der ChR2-vermittelter Einwértsstrom vermut-

lich iiberwiegend durch Na* und Ca** Ionen bestimmt.

In den Current-Clamp Experimenten ohne Inhibitionsblocker rief die Photoaktivierung von
ChR2 in VGAT-positiven (VGAT+) Neuronen die Depolarisation des Membranpotentials
hervor, dies 16ste Aktionspotentiale aus (Abb. 6 B, VGAT+). Restliche Neurone (VGAT-)
zeigten am Anfang der Lichtstimulation eine starke Hyperpolarisation (Abb. 6 B, Stern) und
nachfolgende kleinere inhibitorische postsynaptische Potentiale (IPSP) (Abb. 6 B, VGAT-).
Diese Potentiale sind der Lichtaktivierung der prasynaptischen inhibitorischen (ChR2-posi-
tiven) Endigungen zuzuschreiben (Xie and Manis 2014). Die Lichtstimulation rief nicht in
allen Neuronen IPSPs oder Membrandepolarisation auf. Bei der Zugabe der Inhibitionsblo-
cker blieben die IPSPs aus. Somit wurden alle Neurone mit ausbleibenden depolarisierenden
Photopotentiale als VGAT- eingestuft.

Abb. 6. Optogenetische Verifizierung der inhibi- A
torischen (GABAergen) und exzitatorischen VGAT-
CIC-Neurone im Gehirnschnitt der VGAT-
ChR2-EYFP Linie 8 Maus. Inhibitorische Neu- VGAT+

rone  exprimierten  vesikuliren =~ GABA- ] ;'/NA'”W
Transporter (VGAT+) zusammen mit Channel- ’
rhodopsin2 und EYFP. Aktivierung von ChR2 ' 100pA|
(rot) mit Blaulichtpulsen (490-510 nm) in Vol- |
tage-Clamp (A) und in Current-Clamp (B) Mo-

dus. Wihrend der Voltage-Clamp Experimente B

wurden die Blocker der synaptischen Ubertra- VGAT-
gung (siche Text) hinzugegeben, so dass ChR2-

Aktivierung in den GABAergen Neuronen aus-

schlieBlich einen Einstrom verursachte (A, * 20 mVL
VGAT+H), wogegen in den exzitatorischen Neuro- VGAT+ 50 ms
nen dieser ausblieb (A, VGAT-). In den Current -

Clamp Experimenten fiihrte die ChR2-Aktivie- l \ ‘ ' ’

rung in den GABAergen Neuronen zum Feuern A )) J

der Aktionspotentiale (B, VGAT+). Bei den Jgf‘ls'/l’ﬁb/'/\,/dt/ ard / ‘,/ / e I~
meisten exzitatorischen Neuronen entstanden da- ‘

bei grofle inhibitorische postsynaptische Potenti- 20 mV

ale (IPSPs, B, VGAT-, Stern), mit nachfolgenden 50 ms
kleineren IPSPs.

Das VGAT-ChR2-EYFP Mausmodell bietet neben dem optogenetischen Ansatz auch die
Moglichkeit die Inhibitorischen (VGAT+) Neurone anhand der EYFP-Expression und dem-
zufolge EYFP-Fluoreszenz mit dem Konfokalmikroskop zu identifizieren. Dariiber hinaus
erlaubt es die Koexpression des VGAT-EYFP-Komplexes mit unterschiedlichen molekula-
ren Markern (Rezeptoren, Ionenkanile, efc.) anhand der immunhistochemischer (IHC) Fér-
bungen zu untersuchen. Wie zuverléssig die Verifikation der inhibitorischen CIC-Neurone
mittels EYFP-Expression funktioniert, wurde anhand einer IHC Férbung bestétigt. Dabei
wurden Antikorper gegen den spezifischen Marker der GABAergen Neurone — Glutamat-
Decarboxylase (67 kDa Isoform: GAD67, Enzym decarboxyliert Glutamat zu GABA) und
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ein panneuronaler Marker — Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2 (MAP2) — angewendet. Die
IHC-Farbung zeigte, dass fast alle GAD67-Immunreaktivitat-positiven Neurone auch fiir das
EYFP-Emissionssignal positiv waren (Abb. 7 A-C). Dabei war das EYFP-Emissionssignal
mehr an den Zellmembranen als im Zytosol prisent, da EYFP im Komplex mit ChR2 expri-
miert wird. Die exzitatorischen Neurone wiesen im Gegenteil weder GAD67 noch EYFP-
Immunreaktivitit auf und waren nur MAP2-positiv (Abb. 7 B, D). Dies bestétigt die bishe-
rigen Resultate (Zhao et al. 2011) und zeigt, dass fast alle CIC-Neurone, die EYFP+ (und
ChR2+) waren, GAD67 exprimierten und somit GABAerg waren.

Der VGAT ist sowohl fir GABAerge als auch fiir glycinerge Neurone charakteristisch
(Chaudhry et al. 1998). Da die inhibitorischen Neurone im IC ausschlieBlich GABA als Neu-
rotransmitter verwenden (Ito and Malmierca 2018) und keine glycinerge Neuronen im IC
nachgewiesen wurden (Merchan et al. 2005, Milinkeviciute et al. 2017), wurden alle Neu-
rone die Photostrome bei blockierten Inhibition oder depolarisierenden Photopotentiale oder
EYFP-Signal aufweisen als VGAT+ bzw. als GABAerg deklariert. Da im IC neben den GA-
BAergen nur glutamaterge Neurone nachgewiesen wurden (Ito et al. 2011, Ito and Oliver
2012), wurden alle VGAT- und somit EYFP-negative, bzw. ChR2-negative Neurone als glu-

tamaterg definiert.

Abb. 7. Immunhistochemische |
Verifizierung der Koexpression
von EYFP und GAD67 (Gluta-
mat-Decarboxylase 67 kDa) in
den fir vesikuliren GABA-
Transporter (VGAT) positiven
CIC-Neuronen in der VGAT-
ChR2-EYFP Linie 8 Maus.
VGAT-positive Neurone expri-
mieren EYFP (A, Pfeile). Immun-
reaktivitit von GAD67 (C, B,
Magenta) und MAP2 (Mikro-
tubuli-assoziiertes Protein 2, D,
blau) =zeigt, dass die EYFP-
positive Neuronen GAD67 (B, D,
Pfeile) exprimieren, wihrend bei
allen EYFP-negativen Neuronen
die Expression von GAD67 aus-
blieb (C, D Sterne). Alle KLSM-
Aufnahmen stellen eine einzelne
und derselbe optische Ebene dar.
Messbalkenldnge betragt 20 um.
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2.3 Priparation der Gehirnschnitte fiir die Patch-Clamp Experimente

In den elektrophysiologischen Experimenten wurden geschlechtlich gleichproportional aus-
gewihlte (Geschlechtsverhéltnis = 1:1) junge adulte (P22-28) Mause, die Expression von
ChR2-EYFP-Konstrukt aufwiesen eingesetzt.

Die Tiere wurden unter Isofluran-Anésthesie (Forene 100% V/V, Abbott) dekapitiert. Die
Gehirne wurden binnen weniger Minuten préapariert und in eisgekiihlte oxygenierte (95% Oz
/ 5% COz) Saccharose-Losung (sieche Kapitel ,,Losungen®, Seite 32) zu ca. /2 miniitiger Ab-
kiihlung tiberfiihrt.

Fiir einige Fragestellungen dieser Arbeit waren koronale Gehirnschnitte erforderlich, die so-
wohl den IC, als auch die Fasern des Lemniscus lateralis enthielten (Abb. 15, A). Dies war
zu erreichen, wenn die Koronalschnitte mit einem zu Lingsachse um 116° verlaufendem
Winkel gefertigt wurden. Um diesen Winkel stets zu reproduzieren, wurde eine Gehirn-
schneidevorrichtung entwickelt (Abb. 8, V. Naumov und H. Binkowski, Feinmechanikwerk-
statt des Institutes fiir Chemie und Biochemie der Freien Universitit Berlin). Der dorso-
ventrale Schnitt erfolgte im Bereich des koronalen Cortex (Abb. 8, 1, rot). Dannach wurde
die kaudale Gehirnhilfte mit ihrer Schnittfliche auf die Oberfldche der Schneidekammer des
Vibratoms (VT1200S, Leica Biosystems) mit Sekundenkleber geklebt. AnschlieBend wur-
den in eisgekiihlter und oxygenierter Saccharose-Losung die 200-pum-dicken von dorsal zu
ventral verlaufenden Gehirnschnitte gefertigt.

Abb. 8. Gehirnschneidevorrichtung (V. Naumov, H.
Binkowski) zur Reproduzierbarkeit der koronalen
Gehirnschnitte (116° zur Langsachse), bei denen die
Fasern des Lemniscus lateralis und IC in der gleichen
Ebene liegen. 1 — dorso-rostral zum Betrachter ge-
richtetes Gehirn einer P25 Maus, 2 — vertikal beweg-
liche Fassung mit einer handelsiiblichen Rasier-
klinge, 3 — fixierbare Fiihrung fiir die Klingenfas-
sung, 4 — Réndelschraube zum genauen Einstellen
der Fiithrungsneigung, 5 — Winkelskala (°), 6 — Stativ,
7 — Silikonunterlage. Gehirnausrichtung und Schnitt-
winkel sind rot gekennzeichnet. Material der Metall-
bauteile: Edelstahl.

2cm

Unmittelbar nach dem Schneiden wurden die Schnitte auf ein Sieb aus Mullbinde iibertra-
gen. Dieser befand sich in einem Inkubationsbecherglas und wurde mit oxygenierter kiinst-
licher Zerebrospinalfliissigkeit (engl. artifical cerebral spinal fluid, ACSF, siehe Kapitel

,Losungen®, Seite 32) umgeben. Das Inkubationsbecherglas mit den Schnitten ruhte fiir ca.
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eine Stunde in einem Wasserbad (#1052, GFL, Deutschland) bei 32° C und wurde anschlie-

Bend bei Raumtemperatur gelassen.

2.4 Patch-Clamp Setup

Die Visualisierung der abzuleitenden Neurone erfolgte am Axio Examiner.A1 (Carl Zeiss)
mit Hilfe der infraroten differentiellen Interferenzkontrastoptik (DIK) und einer CCD Mik-
roskopkamera (Pike F-145B, Allied Vision Technologies). Das Echtzeitsignal der Kamera
wurde {iber den PC an einem Flachbildschirm dargestellt. Es wurde das Wasserimmersions-
objektiv W N-Achroplan 40x / 0,75 nA und A-Plan 5x /0,12 nA Objektiv (Carl Zeiss) ein-

gesetzt.

Fiir die Patch-Clamp-Experimente wurden die Schnitte aus dem Inkubationsbecher in die
Ableitungskammer des o.g. Mikroskops iibertragen. Durch die Kammer floss kontinuierlich
(1-2 ml/min) die oxygenierte (95% Oz / 5% COz) ASCF-Losung (siehe Kapitel ,,Losungen®,
Seite 32) (Schlauchpumpe Reglo Analog MS 4/12, Ismatec). Ableitungen erfolgten bei der
nahezu physiologischen Temperatur von 32°C (Badcontroller V, TC05, Luigs & Neumann).

Damit die Schnitte in der Kammer von der ACSF-Strémung nicht bewegt werden, wurden
diese an dem Boden der Kammer mit der handgefertigten s.g. elektrophysiologischen Harfe
fixiert. Die Harfe bestand aus einem U-formigen Platindraht, {iber den die Strumpfnylonfa-

den gespannt und mit Sekundenkleber befestigt waren.

Die Ableitungselektroden wurden aus Borosilikatglaskapillaren (BM150F-10P, BioMedical
Instruments) mit dem Elektrodenzieher (DMZ Universal Puller, Zeitz Instruments) herge-
stellt. Mit der Elektrodenldsung (siehe Kapitel ,,Losungen®, Seite 32) gefiillten Elektroden
wiesen einen Widerstand von 2-4 MQ auf. Um die Verstopfung der Glaselektroden zu ver-
meiden, wurde oral liber eine Mundstiick-Schlauch-Elektrodenhalter-Vorrichtung und unter
Kontrolle des Differenzdruckmessgerits (DD890, Dostmann) Uberdruck der Ableitelektro-

denlésung (ca. 50 mbar) erreicht.

Ein chlorierter Silberdraht (@ 0,25 mm) des Ableitungselektrodenhalters (ISO-S-1.5G, G23
Instruments) diente als elektrischer Leiter zwischen der Elektrodenlésung und dem Vorver-
stiarker (Headstage CV-7B, Axon Instruments). Der Letztere leitete die elektrischen Signale
iiber den Verstirker (MultiClamp 700B, Molecular Devices) zum Analog-Digitalwandler
(Axon Digidata 1550A mit HumSilencer, Molecular Devices), der seinerseits das Signal in
den PC einspeiste (HP ProDesk 600 G1 TWR, Hewlett-Packard mit Windows 8 Pro). Zwei
in dem Ableitbad verbauten Ag/AgCl Elektrodenpellets (EP1, World Precision Instruments)
wurden an der Vorverstirkererdung bzw. an die Erdung von Biphasic Stimulus Isolator
(BSI-950, Dagan Corporation) angeschlossen und dienten als Referenz bzw. Erdungselekt-
rode.

31



METHODIK

Die Ableitkammer mit dem Gehirnschnitt war am schwingungsdampfenden Setuptisch (63-
500 Series, Technical Manufacturing Corporation) stationédr verbaut. Das Mikroskop stand
auf der zweidimensional motorisierten Plattform (V240, Luigs & Neumann) und wurde so-
mit iiber die Ableitkamer bewegt. Die Ableitelektrode und die Stimulationselektrode wurde
mittels dreidimensional steuerbaren Mikromanipulatorarmen (SM7, Luigs & Neumann) be-

wegt.

Zur elektrischen Stimulation am Gehirnschnitt wurden bipolare Spannungspulse (je 0,2 ms
lang) mit der pClamp-Software (Version 10.5.1.0, Molecular Devices) getriggert. Des Wei-
teren wurde das Signal vom o.g. PC iiber den Analog-Digitalwandler (Axon Digidata 1550A
mit HumSilencer, Molecular Devices) an das Potentiometer (4,7 kOhm, max. 100 V) und
anschlieBend an den Biphasic Stimulus Isolator (BSI-950, Dagan Corporation) weitergelei-
tet. Der Letztere leitete Spannungspulse iiber einen Silberdraht (@ 0,25 mm) in die Borosi-
likatglaselektrode (Widerstand 2-2,5 MQ), die mit dem 2M NaCl befiillt wurde. Damit an
der Spitze der Stimulationselektrode kein iiberdruckbedingter NaCl-Austritt stattfindet,
wurde an dem Schaft des Elektrodenhalters eine Bohrung eingebracht. Diese ermdglichte

den Druckausgleich zwischen der NaCl-Losung und dem Atmosphérendruck.

2.5 Losungen in den Patch-Clamp Experimenten

Saccharose-Losung wurde bei der Praparation der Gehirne und der Herstellung der Gehirn-
schnitte angewendet. Sie beinhaltete (in mM): 2,5 KCl, 1,25 NaH2PO4*H20, 26 NaHCO3,
0,5 CaCl2, 6 MgCl2, 25 Glukose, 200 Saccharose. pH-Wert betrug 7,4.

Kiinstliche Zerebrospinalfliissigkeit, ACSF (engl. artificial cerebrospinal fluid) wurde fiir
die Inkubation der Gehirnschnitte angewendet. Diese beinhaltete (in mM): 125 NaCl, 2,5
KCI, 1,25 NaH2PO4*H20, 26 NaHCO3, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 25 Glukose. pH-Wert betrug
7,4. Bei der Aufnahme der pharmakologisch isolierten Th-Strome wurde die NaCl-Konzent-
ration der ASCF auf 115 mM gesenkt, da die Zugabe der Pharmaka die Isoosmolaritét der
ASCF-Lo6sung sonst beeintriachtigte.

K-Glukonat-Elektrodenlosung wurde fiir Messungen in Current- und Voltage-Clamp
(Messung der pharmakologisch isolierten Th-Strome, Messung der Membraneigenschaften
bei den de- und hyperpolarisierenden Strompulsen, Messung der iiber die LL-Stimulation
evozierten Aktionspotentiale) angewendet. Diese beinhaltete (in mM): 125 Kalium D-Glu-
konat, 5 KCI, 10 HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-Ethansulfonséure), 1
EGTA (Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsdure), 2 Na-ATP, 2 Mg-
ATP, 0,3 Na-GTP und 10 Kreatinphosphat Dinatriumsalz Hydrat. Der pH-Wert von 7,25
wurde mit KOH eingestellt. Osmolaritdt der Losung betrug ca. 280 mOsm (Osmomat 3000,
Gonotec).
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Cs-Methansulfonate Elektrodenléosung wurde zur Messung der exzitatorischen postsynap-
tischen Strome (EPSC) in Voltage-Clamp-Modus angewendet. Diese beinhaltete (in mM):
135 Cs-Methansulfonate, 5 TEA-CI (Tetracthylammoniumchlorid), 10 HEPES, 1 EGTA, 2
Naz-ATP, 2 Mg-ATP, 0,3 Na-GTP, 10 Kreatinphosphat Dinatriumsalz Hydrat und 5 QX314
(N-(2,6-Dimethylphenylcarbamoylmethyl) triethylammonium Bromid). Der pH-Wert von
7,25 wurde mit Cs-OH eingestellt. Osmolaritdt der Losung betrug ca. 280 mOsm.

Alle o.g. Chemikalien wurden bei Sigma-Aldrich oder Biotrend erworben, wenn nicht an-

derweitig gekennzeichnet.

2.6 Datenerfassung

Die Aufzeichnung der elektrophysiologischen Ableitungen erfolgte mit dem Verstirker
MultiClamp 700B mit integriertem HumSilencer (Molecular Devices) und unter Kontrolle
der pClamp Software (ver. 10.5.1.0 Molecular Devices). Sowohl Voltage- als auch Current-
Clamp Aufnahmen wurden mittels Tiefpassfilter (10 kHz) und Bessel-Filter 4. Ordnungge-
filtert und mit einer Abtastrate von 50 kHz bzw. 100 kHz erstellt. Bei den Voltage-Clamp-
Experimenten (auBBer bei der Aufnahme von miniatur EPSCs) erfolgte die Kompensation der
Gesamtzellkapazitit (engl. whole cell capacitance). Der Serienwiderstand (<12 MQ) wurde
ebenso zu 2 MQ kompensiert. Um das Kompensationsprozedere auch wéhrend der Ablei-
tung zu kontrollieren wurden 20 ms lange Spannungspulse (-10 mV) in das Ableitungspro-
tokoll integriert. Das Haltepotential bei den Voltage-Clamp-Aufzeichnungen betrug -60 mV.
Bei den Current-Clamp-Aufzeichnungen wurde der Briickenwiderstand (engl. bridge ba-
lance) justiert, so dass elektrodenwiderstandbedingte Artefakte kompensiert wurden. Alle
Membranpotentialmessungen wurden erst wiahrend der Analyse auf das Fliissigkeitsiiber-

gangspotential (engl. liquid junction potential) von -10,5 mV korrigiert.

2.7 Designs der elektrophysiologischen Experimente und Datenanalyse

2.7.1 CIC - das Zielgebiet

Alle Patch-Clamp-Experimente wurden in dem zentralen Nukleus des Colliculus inferior
durchgefiihrt. Der CIC wurde visuell mit der Orientierung aus dem mouse brain atlas (Paxi-
nos and Franklin 2004) identifiziert. Es wurde dabei die Unterteilung von IC in den zentralen
Nukleus sowie externen- und dorsalen Cortex von IC angewendet (Abb. 15, A). Aullerdem
dienten die gut sichtbaren ,,Inseln* der EYFP-positiven Neurone (inhibitorischen Neurone)
im ECIC sowie diffuse EYFP-positive Neurone im CIC zur Unterscheidung zwischen diesen
Regionen (Abb. 11, A>) (Ono et al. 2005).

33



METHODIK

2.7.2 Pharmakologisch isolierte Ih-Strome

Die hyperpolarisations-aktivierenden Strome (Ih) wurden pharmakologisch isoliert. Dafiir
wurden Spannungs- und Ligand-aktivierende lonenkanile mittels Zugabe entsprechender
Blocker zur ACSF wie folgt blockiert (in mM): 1 3,4-diaminopyridine (Blocker der K*-Ka-
nile, K1), 10 Tetracthylammoniumchlorid (Blocker der K*-Kanile), 0,2 BaCl,*2H>0 (Blo-
cker der K*-Kanile), 0,05 NiClx (Blocker der T-Typ Ca?"-Kaniile), 0,1 CdCl» (Blocker der
Ca”?*-Kanile), 0,001 TTX (Tetrodotoxin, Blocker der spannungsabhingigen Na*-Kanile),
0,01 DNQX (6,7-Dinitroquinoxaline-2,3-Dione, AMPA- und Kainsdurerezeptorantagonist),
0,025 DL-APS5 (2-Amino-5-phosphonovaleriansdure, NMDA-Rezeptorantagonist), 0,001
Strychnin Hydrochlorid (kompetitiver Antagonist der Glycinrezeptoren), 0,01 SR-95531
(Gabazin, allosterischer GABAa-Rezeptorantagonist). Da die Zugabe dieser Blocker die
Isoosmolaritit der ASCF-Losung beeintrachtigte, wurde die NaCl-Konzentration der ASCF
von 125 auf 115 mM gesenkt.

Pharmakologisch isolierte Th-Strome wurden mit 1s langen de- und hyperpolarisierenden
Spannungspulsen von -55,5 bis -120,5 mV mit der Schrittweite von 5 mV aktiviert. Rest-
strome (engl. tail currents) wurden anhand der nach jedem der Spannungsschritte folgenden
0,5 s langen Haltepotential von -100,5 mV erfasst. Alle Angaben hier und im Weiteren sind
auf das Flussigkeitsiibergangspotential (engl. liquid junction potential) von -10,5 V korri-
giert.

Zur Erfassung der Aktivierungszeitkonstanten der Ih-Stréme wurden einfache exponentielle
Trendlinien iiber die Strome, die bei den hyperpolarisierenden Spannungspulsen (-100,5 bis
-120,5 mV) aufgenommenen wurden, angewendet. AnschlieBend wurden bei der Spannung
von -100,5 mV vermessene Zeitkonstanten verglichen. Bei den Neuronen mit den langsamen
Zeitkonstanten (> 235 ms) konnte der Ih-Strom wihrend der 1-sekundigen Spannungsappli-
kation nicht vollstindig aktiviert werden. Da jedoch die Zeitkonstanten der langsamen
Strome in jedem Fall eine Unterschdtzung darstellen, sind sowohl die Neurone mit den

schnellen als auch die mit den langsamen Zeitkonstanten durchaus miteinander vergleichbar.

Die Amplituden der [h-Strome wurden am Ende der Spannungspulse bei 1 s vermessen. Die
Stromdichte (pA/pF) wurde als Division der Stromamplitude durch die Zellkapazitét kalku-
liert. Die Zellkapazitit wurde bei der datenakquisitionbegleitenden Kapazitdtskompensation

ermittelt.

Die halbmaximale Aktivierung der Th-Strome wurde anhand der Reststrome analysiert. Die
Reststromamplituden wurden ca. 20 ms nach Ende von jedem de- und hyperpolarisierenden
Spannungspuls wéhrend des Haltepotentials (-100,5 mV) bestimmt. Des Weiteren wurden
die Amplituden fiir jedes Neuron auf die maximale und minimale Amplitude mit der folgen-

den Gleichung: (I - Imin) / (Imax - Imin) normiert, wobei I fiir die Stromamplitude steht. An-
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schlieBend wurde zu dem Spannung-Reststrom Datensatz von jedem Neuron die boltzmann-
sche Funktion angewendet und die halbmaximale Spannung (Vos) ermittelt (Igor Pro,
WaveMetrics, Inc). Die Abb. 9 (F) zeigt, zur Ubersichtlichkeit, die anhand der boltzmann-
schen Funktion ermittelten sigmoidalen Trendlinien, die fiir die Strom-Restspannung Mit-

telwerte der jeweiligen Neuronengruppe kalkuliert wurden.

2.7.3 Membraneigenschaften und AP-Feuermuster

Passive und aktive Membraneigenschaften der Neurone wurden im Current-Clamp-Modus
anhand der de- und hyperpolarisierenden rechteckigen 0,5 s langen Strompulsen ermittelt.
Die Stromstérke wurde dabei schrittweise (50 pA) gedndert. Zum Berechnen des Eingangs-
widerstandes (MOhm) der Neurone wurde zuerst das Membranpotential am Ende des -50
pA Strompulses, — im steady state (engl.) ermittelt. Weiterhin wurde das Ohm’sche Gesetz

angewendet.

Das Ruhemembranpotential wurde als Mittelwert iiber die ersten 500 ms der Ableitung er-
mittelt. Membranzeitkonstanten wurden anhand der einfachen exponentiellen Trendlinien
iber die Membranpotentialauslenkung, die bei der Applikation der -50 pA Strompulse ent-
steht kalkuliert (pClamp, Version 10.5.1.0, Molecular Devices).

Um die Aktivierung der hyperpolarisations-aktivierenden Stréme (Ih) in den Curren-Clamp
Messungen abzuschitzen, wurde die Spannungseinsakung, die bei den hyperpolarisiernden
Strompulsen entsteht — lh-sag (engl. hypepolarisation current (I) activated sag) wie folgt
quantifiziert. Zum einen wurde die Kinetik der [h-Aktivierung bei den -200 pA Strompulsen
charakterisiert. Daflir wurde eine einfache exponentielle Trendlinie iiber die depolarisie-
rende Spannungsauslenkung gelegt und die Zeitkonstante bestimmt. Zum anderen wurde die
Amplitude der Th-Aktivierung bei den -200 pA Pulsen abgeschitzt. Dafiir wurde die relative
Amplitude von Th-sag (Vrel. sag) Wie folgt berechnet: Viel. sag = (Vimax = Viss) / Viax #100%.
Wobei Viax flir maximale Spannungsauslenkung und Vi fiir die Auslenkung in steady state

stehen

wurden entsprechend ihrem AP-Feuermuster in die folgenden Kategorien unterteilt. Als On-
set-Neurone wurden die Neurone deklariert, die 1-3 APs bei den Stromapplikationen bis zu
250 pA tiber der AP-Schwelle feuerten. Die restlichen Neurone wurden Adaptierende Neu-
rone genannt. Unter beiden Neuronengruppen gab es Neurone mit Rebound-AP. Dabei wur-
den Rebound-AP-Neurone als solche bezeichnet, nur wenn der Rebound-AP bei Spannungs-
auslenkungen nicht weniger als -90,5 mV (gemessen in steady state) hervorgerufen wurden.
Die Spannung von -90,5 mV galt als Entscheidungskriterium, da diese dem Umkehrpotential

der inhibitorischen Synapsen entspricht.

Zur Quantifizierung der zeitlichen Verdnderung der AP-Feuerraten bei adaptierenden Neu-

ronen wurden die Antworten auf die depolarisierenden Strompulse ausgewahlt, welche eine
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Feuerrate von ca. 100 Hz aufwiesen. Dabei wurden ein VGAT+ und 8 VGAT- Neurone mit
AP-Feuerraten niedriger als 75 Hz aus der Auswertung ausgeschlossen. Es wurden zwei
Auswertungsmethoden angewendet. Bei der Ersten wurden die Feuerraten fiir jedes einzel-
nes AP aus den Inter-AP-Intervallen bestimmt, danach wurden mittleren Feuerraten iiber ein
Zeitraster mit der Fensterbreite von 50 ms bestimmt. Folglich wurden diese mittleren Feu-
erraten fiir jedes Zeitfenster und jede Neuronengruppe gemittelt und anschlieBend gegen die
Zeitachse des Rasters aufgetragen. Bei der zweiten Methode wurde die Adaptation der Neu-
rone anhand der Adaptationszeitkonstanten analysiert. Es wurde die s.g. fortlaufende Fre-
quenz wie folgt berechnet. Die Feuerfrequenz wurde zwischen dem ersten AP und jedem
fortlaufenden AP bestimmt und anschlieBend gegen den Zeitpunkt des jeweiligen fortlau-
fenden AP aufgetragen. Danach wurde eine doppelte exponentielle Funktion f(t) =
Ay exp(—t/Tscnn) + Az exp( — t/Tiangs.) liber die Graphik der fortlaufenden Frequenz von
jedem Neuron gelegt (Clampfit, Version 10.5.1.0, Molecular Devices). Dabei sind A; und
A die Koeffizienten der exponentiellen Funktion, t ist Zeit, Tschn. Und Tiangs Sind die schnelle
und langsame Zeitkonstante. Anschlieend wurde fiir jedes Neuron die gewichtete Adapta-

tionszeitkonstante anhand der folgenden Gleichung kalkuliert: Tgewichier = (A1 * Tschn, +
AZ * Tlangs.)/(Al + AZ)-

2.7.4 Miniatur exzitatorische postsynaptische Strome (mEPSC)

Zur pharmakologischen Isolierung der AMPA-Rezeptoren-vermittelten miniatur exzitatori-
schen postsynaptischen Strome (engl. miniature excitatory postsynaptic current, mEPSC)
wurden der ACSF folgende Pharmaka hinzugegeben (in mM): 0,001 Tetrodotoxin (TTX) —
Blocker der spannungsabhingigen Na'-Kanile, 0,001 Strychnin Hydrochlorid — kompetiti-
ver Antagonist der Glycinrezeptoren, 0,01 SR-95531 (Gabazin) — allosterischer GABAA-
Rezeptorantagonist und 0,025 DL-AP5 (2-Amino-5-phosphonovaleriansdure) — NMDA-
Rezeptorantagonist.

Die Membranstrome wurden im Voltage-Clamp Modus iiber 180 s aufgenommen. Es wurde
die Cs-Methansulfonate-Elektrodenlosung angewendet (Zusammensetzung sieche Kapitel
,Losungen®, Seite 32). Die Gesamtzellkapazitit und der Serienwiderstand wurden nicht

kompensiert.

Einzelne mEPSC wurden in der Software pClamp (Version 10.5.1.0, Molecular Devices)
anhand der Maskensuchfunktion (engl. template search) im Zeitfenster 70-180 s unter Au-
genscheinkontrolle gesammelt. Die Genauigkeitsschwelle fiir die Ubereinstimmung der ge-
sammelten mEPSC mit der Suchmaske wurde auf 6 gelegt. Wenige Ereignisse mit Amplitu-
den <10 pA und Abfallzeitkonstanten >7 ms wurden aus der Analyse ausgeschlossen. Es
wurde die Haufigkeit (Hz) der mEPSCs ermittelt. Des Weiteren wurde ein durchschnittliches

mEPSC fiir das jeweilige Neuron ermittelt und die Stromamplitude bestimmt. Ebenso wurde
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die Abfallzeitkonstante anhand der einfachen exponentiellen Funktion bestimmt. Die An-
stiegszeit wurde von der Stromauslenkung, die im Bereich 10-90% von der maximalen

Stromauslenkung lag berechnet.

Mittlere Amplitude und Abfallzeitkonstante der mEPSC fiir die Héufigkeitshistogramme
(Abb. 14, B, C) fiir diese Parameter wurde Folgendes kalkuliert. Zuerst wurde die Abfall-
zeitkonstante und Amplitude von jedem mEPSC eines jeden gesammelten Neuron ermittelt.
Danach wurde ein Histogramm fiir jedes einzelne Neuron berechnet, wobei die Klassengrof3e
fiir die Abfallzeitkonstante — 0,1 ms und Amplitude — 1,5 pA betrug. Diese Histogramme
wurden auf den maximalen Haufigkeitswert der Amplituden bzw. Abfallzeitkonstanten fiir
das jeweilige Neuron normiert. Anschlieend wurden die normierten Histogramme {iber alle
VGAT+ und alle VGAT- Neurone gemittelt. Zur Ubersichtlichkeit wurden die gemittelten
Histogramme von beiden Neuronengruppen auf den Maximalwert fiir die jeweilige Neuro-

nengruppe normiert.

Anhand der Amplituden sowie Abfallzeitkonstanten, die fiir jedes mEPSC von dem jeweili-
gen Neuron bestimmt wurden, wurde fiir jedes Neuron der Variationskoeffizient der
Amplituden sowie der Variationskoeffizient der Abfallzeitkonstanten bestimmt. Dies er-

folgte als Division der Standardabweichung durch den Mittelwert fiir das jeweilige Neuron.

Das Amplitude-Abfallzeitkonstante-Konturdiagramm (Abb. 14, E) fiir VGAT+ und VGAT-
Neurone wurde wie folgt berechnet. Zuerst wurde das Amplitude-Abfallzeitkonstante-Kon-
turdiagramm mit der Klassengrof3e 0,15 ms, 2 pA fiir jedes einzelne Neuron erstellt. Danach
wurde jedes Diagramm auf den maximalen Haufigkeitswert fiir das jeweilige Neuron nor-
miert. Anschlieend wurden die Diagramme {iber alle VGAT+ und alle VGAT- Neurone
gemittelt und die Konturdiagramme: 25, 50 und 75 % fiir die jeweilige Neuronengruppe
kalkuliert.

2.7.5 Evozieren der exzitatorischen postsynaptische Strome und Aktionspotentiale in

CIC-Neuronen mittels der Stimulation der Fasern des Lemniscus lateralis

Die Ableitung der exzitatorischen postsynaptischen Strome und Aktionspotentiale, die an-
hand der elektrischen Stimulation des Lemniscus lateralis evoziert wurden, erfolgte unter
der pharmakologischen Blockade der inhibitorischen synaptischen Ubertragung durch Zu-
gabe von Strychnin Hydrochlorid (0,001 mM) und SR-95531 (Gabazin, 0,01 mM) in die
ACSF.

EPSC und AP wurden im CIC anhand der elektrischen Stimulation der Axonen, die {iber den
LL zum IC verlaufen evoziert. Damit beides: LL und IC in koronalen Schnitten prisent wa-
ren, wurde der koronale Schnittwinkel von 116° angewendet (siehe Kapitel ,,Praparation der
Gehirnschnitte®, Seite 30). Die Stimulation erfolgte im Bereich des DNLLs. Da DNLL iiber-
wiegend inhibitorische Neurone enthélt (Adams and Mugnaini 1984) konnte dieser mittels
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EYFP-Emissionssignals, das bei der Anregung mit dem Blaulicht von den VGAT-positiven
Neuronen ausging, deutlich erkannt werden (Abb. 15, A).

Die Stimulation erfolgte mittels der Applikation bipolarer 0,2 ms langen Spannungspulse
(siehe Kapitel ,,Patch-Clamp Setup*, Seite 31). Bei dem Hervorrufen von EPSCs wurden
30-100 Pulse mit einer Interpulspause von 4 s appliziert. Zur Anregung der AP wurden 20

Pulse mit der Interpulspause von 10 s entsandt.

Die evozierten EPSCs wurden bei der minimalen, minimalen plus 20 V und bei einigen
VGAT- Neuronen maximalen Stimulationsspannung aufgenommen. Die Stimulationsspan-
nung wurde als minimal definiert, wenn wihrend der kontinuierlichen Erh6hung der Stimu-
lationsstdrke von 0 auf max. 70 V die EPSCs mit gelegentlichen Ausféllen auftraten. Als
maximale Stimulationsstirke wurde die Spannung definiert, bei der, keine Anderung der
EPSC-Amplitude stattfand.

Um die APs anzuregen, wurde die Stimulationsspannung eingestellt, die der minimalen Sti-
mulationsspannung (detektierbare APs) plus 20 V entspricht. Eine hohere als minimale Sti-
mulationsspannung wurde angewendet, um moglichst grofBe Netzwerke zu aktivieren. Die
mittlere Spannungsstirke war zwischen den beiden Neuronengruppen nicht signifikant un-
terschiedlich und war bei den VGAT- Neuronen 57+5 V (n=13) und bei den VGAT+ Neu-
ronen 6744 V (n=11) (Mittelwert = SEM, Mann-Whitney Test, p=0,209).

Ableitung der evozierten EPSCs erfolgte im Voltage-Clamp Modus mit der Cs-Methansul-
fonate-Elektrodenlosung (siehe Kapitel ,,Losungen®, Seite 32). Bei einigen Experimenten
wurde Lucifer Yellow CH K»-Salz (2 mM, L0144, Sigma-Aldrich) der Elektrodenlosung
beigemischt. Dies Vorgehen ermoglichte nach der Fixierung der Schnitte in PFA und anti-
VGIuT2-Immunofarbung (siehe Kapitel ,,Jmmunchistochemie und Konfokalmikroskopie*
Seite 40) die Resultate der Elektrophysiologischen Experimenten mit der Expression von
VGIuT?2 in den perisomatischen Eingéingen sowie mit dem Somadurchmesser der abgeleite-

ten Neurone zu korrelieren.

Ableitung der evozierten APs erfolgte in dem Current-Clamp Modus, es wurde dabei die K-
Glukonat-Elektrodenldsung (siehe Kapitel ,,Losungen®, Seite 32) eingesetzt.

Analyse der evozierten exzitatorischen postsynaptischen Strome. Die evozierten EPSCs
traten in den VGAT+ Neuronen bei jeder Stimuluswiederholung mit einer unterschiedlichen
Latenz auf. Deswegen wurden evozierte VGAT+ EPSCs anhand der gleichen Technik wie
die mEPSCs ausgewertet (Maskensuchfunktion, siche Kapitel ,,mEPSC*, Seite 36). Das
Suchprotokoll wurde in dem Zeitfenster von den ersten 100 ms nach der Stimulation ausge-
fiilhrt. Auf diese Weise wurden fiir jedes Neuron die mittlere EPSC-Amplitude und die
EPSC-Abfallzeitkonstante bestimmt. Der Variationskoeffizient der Amplitude fiir das jewei-

lige Neuron wurde als Division der Standardabweichung durch den Mittelwert berechnet.
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Die in den VGAT- Neuronen evozierten EPSCs traten mit der gleichen Latenz auf. Deswe-
gen konnte von der Maskensuchfunktion abgesehen werden, so dass die Ableitungswieder-
holungen nun iiber ihre ganze Lénge gemittelt wurden. Nachfolgend wurden fiir jedes Neu-
ron die mittlere Amplitude, die Abfallzeitkonstante sowie der Variationskoeffizient der
Amplitude bestimmt. Bei einem VGAT+ Neuron wurden die EPSCs detektiert, deren Ab-
fallzeitkonstanten in zwei deutliche Populationen aufgetrennt werden konnten: schnelle
(Mittelwert: 0,3 ms) und langsame (Mittelwert: 2,2 ms) Abfallzeitkonstanten. Bei der Aus-
wertung der mittleren EPSC-Abfallzeitkonstante und Amplitude wurden nur die EPSCs mit

den schnellen Abfallzeitkonstanten beriicksichtigt.

Mittels der Zeitpunkte der EPSC-Minima wurde die Latenz der einzelnen EPSCs als Zeitin-
tervall zwischen dem Anfang des Stimulationsartefaktes und dem Zeitpunkt der EPSC-
Minima kalkuliert. Anhand dieser Daten wurden der Median sowie die Standardabweichung

der EPSC-Latenz fiir das jeweilige Neuron berechnet.

Zusammenhang zwischen Latenz, Stromamplitude und Héufigkeit der EPSCs wurde fiir je-

des einzelne Neuron anhand der folgenden 3D-Graphiken visualisiert.

EPSC-Hdufigkeit vs. EPSC-Latenz. Dafiir wurde Post-Stimulus-Zeit-Histogramm (engl.
post stimulus time histogram, PSTH) mit Zeitrasterbreite 0,2 ms fiir jedes einzelne Neuron
berechnet. Danach wurde jedes PSTH auf das Héufigkeitsmaximalwert von dem jeweiligen
Neuron normiert. Die normierte EPSC-Héufigkeit (0-1) wurde in den Graphiken als
Farbcode dargestellt (Abb. 20, A).

EPSC-Amplitude vs. EPSC-Latenz. Zuerst wurde fiir jedes Neuron mittlere Amplitude fiir
das jeweilige Latenzzeitfenster (Zeitrasterbreite 0,2 ms) berechnet. Danach wurden derart
gemittelte Amplituden auf den Maximalwert fiir das jeweilige Neuron normiert. Die nor-
mierten Amplitudenwerte wurden als Farbcode dargestellt (Abb. 20, B).

Da die beiden oben beschriebenen Histogramme die gleiche Zeitrasterbreite aufweisen und
fiir jedes Neuron normiert wurden, wurden sie fiir VGAT+ bzw. VGAT- Neurone und fiir
Amplitude bzw. Hiufigkeit iiber jeweiligen Latenzrasterfenster gemittelt. Zur Ubersichtlich-
keit wurden derart gemittelte normierte Haufigkeit und gemittelte normierte Amplitude von

beiden Neuronengruppen entlang der gleichen Latenzzeitachse aufgetragen (Abb. 19, C).

Analyse der evozierten Aktionspotentiale. Die Latenz der AP wurde als Zeitintervall zwi-
schen dem Anfang des Stimulationsartefaktes und dem Zeitpunkt des AP-Maximums defi-
niert. Zwei Neurone wurden aus der Auswertung ausgeschlossen, da diese ausgehend aus
ihrer sehr kurzen AP-Latenz (< 2 ms), direkt stimuliert wurden. Es wurde der Median sowie

die Standardabweichung der AP-Latenz fiir das jeweilige Neuron bestimmt.

Alle abgeleiteten Neurone zeigten keine Spontanaktivitit, die AP-Zeitpunkte wurden als
Zeitpunkte der AP-Maxima im Zeitfenster 300 ms nach der Stimulation detektiert. Bei 4 von
11 VGAT+ Neuronen fiihrte die Stimulation gelegentlich zu einer AP-Salve (bis zu 4 AP).
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Da die APs in der AP-Salve von den mehreren vorgeschalteten Neuronen ausgeldst sein
konnten, wurden alle AP-Zeitpunkte bei der Auswertung der Median sowie der Standardab-

weichung der AP-Zeitpunkte beriicksichtigt.

Bei der Auswertung der AP-Latenz wurden mittlere normierte PSTH anhand der ersten AP
wéhrend jeder Stimulationswiederholung sowohl fiir VGAT+ als auch fiir VGAT- Neurone
wie folgt berechnet. Zuerst wurde fiir jedes einzelne Neuron ein PSTH mit der Latenzraster-
breite 0,6 ms berechnet. Diese PSTH wurden auf den maximalen Haufigkeitswert fiir das
jeweilige Neuron normiert. AnschlieBend wurde fiir jedes Latenzrasterfenster ein Mittelwert
iiber alle VGAT+ und alle VGAT- Neurone berechnet. Zur Ubersichtlichkeit wurden beide

mittleren PSTH auf den Maximalwert von der jeweiligen Neuronengruppe normiert.

2.8 Statistik

Alle Mittelwerte werden mit Standardfehler des Mittelwerts (engl. standard error of mean,
SEM) dargestellt. Bei der statistischen Analyse wurde zuerst getestet, ob die Daten einer
Normalvetreilung angehoren und {iber die gleiche Varianz verfiigen. Dafiir wurden der
Shapiro-Wilk-Test und der Levene- oder der F-Varianztest angewendet. Wenn die Daten
nicht-normalverteilt waren und/oder ungleiche Varianzen aufwiesen, wurde ein nicht-para-
metrischer Kruskal-Wallis-Test oder ein Mann-Whitney-Test oder ein Friedman-Test mit
nachfolgendem Dunn's Post-hoc-Test angewendet. Wenn die Daten normalverteilt waren,
kam einfaktorielle Varianzanalyse und nachfolgender Tukey's Post-hoc-Test oder T-Test
zum Einsatz. Statistische Tests wurden in der Software GraphPad Prism 7 und Excel 2010
(Microsoft Office 2010) durgefiihrt. Dabei wurde Excel mit dem Add-in Real Statistics Re-

source Pack (Charles Zaiontz) ausgestattet.

Datenanalyse und Erstellung der Graphen erfolgten in Excel und PowerPoint (Microsoft
Office 2010), Inkscape 0.92, pClamp (Version 10.5, Molecular Devices) sowie Igor Pro
(Version 6.2, WaveMetrics, Inc), das mit der Routine Neuromatic (UCL, London, UK) aus-

gestattet war.

2.9 Immunhistochemie und Konfokalmikroskopie

2.9.1 Perfusion, Priparation der Gehirnschnitte und IHC-Féirbung

Dreizehn VGAT-ChR2-EYFP Linie 8 Méuse (3 Mannchen und 10 Weibchen) im Alter P28-
73 wurden fiir die immunhistochemischen Farbungen (IHC) eingesetzt. Dabei wurden fiir
die HCN1-, HCN2-, HCN4-IHCs jeweils 3 Tiere, fiir GluR4- und GAD67/MAP2-IHCs je-
weils 1 Tier sowie fiir VGluT2/MAP2-IHC zwei Tiere verwendet.
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Die Tiere wurden mittels einer intraperitonealen Injektion von Xylazin (Rompun 2%,
Bayer)) und Ketamin (Ketavet 100 mg/ml, Pfizer) in 0,9%-iger NaCl-Losung tief anisthe-
siert. Dabei wurden Xylazin im Verhiltnis 7,95 mg/kg Korpergewicht und Ketamin: 159
mg/kg Korpergewicht dosiert. Danach folgte die transkardiale Perfusion bei Raumtempera-
tur (RT). Dabei wurde nach der Praparation des Brustkorbes tiber eine Kaniile Phosphatpuf-
fer (engl. phosphate buffer, PB, 0,1 M, pH 7,4) in den linken Ventrikel mit 4 ml/min Fluss-
geschwindigkeit in den Kreislauf reingewaschen. Ein Einschnitt in das rechte Atrium fiihrte
zum Auswaschen des Blutes aus dem Blutkreislauf des Tieres mit Perfusionslosungen. Der
PB wurde fiir 3 min reingewaschen, dann folgte die 15 minutige Perfusion mit dem Fiksans
Paraformaldehyd (PFA, Carl Roth, 4% in 0,1 M PB, pH 7,4). Unmittelbar danach wurden
die Gehirne entnommen und iiber Nacht bei 4° C in der PFA-Ldsung nachfixiert. Die Nach-
fixierung sowie alle nachfolgenden Inkubationsschritte erfolgten am Schiittelgerét (Titramax
101, Heidolph). Am néichsten Tag wurden die Gehirne dreifach je 10 min bei RT in PB
gewaschen. Mittels Vibratom (VT1200, Leica Biosystems) wurden aus den in Agaroseblock
(4% in BP) eingebetteten Gehirnen koronale Schnitte (50 pm dick) im Bereich des IC gefer-
tigt. Die in der Vibratomkammer im PB freischwimmenden Gehirnschnitte wurden dreifach
je 10 min in der phosphatgepufferten Salzlosung (engl. phosphate-buffered saline, PBS, 0,1
M, pH 7,4) gewaschen.

Anschliefend wurden die IHC-Farbungen durgefiihrt. Dafiir wurden die Schnitte zur Ver-
hinderung der unspezifischen Antikorperbindug zuerst in der sog. Blockerlsung fiir 1
Stunde bei RT inkubiert. Diese Losung beinhaltete 0,2 % Triton X-100 (Carl Roth, in man-
chen Fillen 0,02%) und entweder 10% Ziegenserum (engl. normal goat serum, NGS, Sigma,
(G9023) oder 10% Eselserum (engl. normal donkey serum, NDS, Gene Tex, GTX73245) in
PBS. Das Serum wurde abhingig von dem Wirt der sekundéren Antikorper (Tab. 2) ausge-
wihlt. Nachfolgend wurden die Schnitte iiber Nacht bei 4° C in der Losung mit den priméren
Antikorpern (Tab. 1) inkubiert. Diese PBS-Losung beinhaltete neben den jeweiligen Anti-
korpern 0,2 % Triton X-100 (in manchen Féllen 0,02%) sowie, entweder 3% NGS oder 3%
NDS.

Alle primdren Antikorper wurden bereits fiir ihre Spezifitit gegeniiber dem Antigen vali-
diert, entweder mittels Western Blot- oder in Knockout-Experimenten (siehe die Hersteller-
seiten und RRID-Eintridge). Nach der Inkubation mit den primiren Antikérpern wurden die
Schnitte dreifach je 10 min in PBS gewaschen. Danach wurden die Schnitte 2 Stunden bei
RT und im Dunklen in der Losung mit den sekundiaren Antikérpern (Tab. 2) inkubiert. Die
PBS-Antikorper-Losung beinhaltete neben den jeweiligen Antikérpern 0,2 % Triton X-100
sowie entweder 3% NGS oder 3% NDS. Fiir die Erstellung der negativen Kontrollen wurden
die primédren Antikorper bei der Farbung weggelassen. Folgend wurden die Schnitte erst

dreifach je 10 min in PBS und anschlieend zweifach je 10 min in PB gewaschen und in
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0,05 M PB mit einigen Tropfen 10% Triton X-100 zur Montage auf die Objekttrager vorbe-
reitet. Die auf den Objekttriager aufgebrachten Schnitte trockneten ca. 10 min und wurden

unter Beihilfe der hausgemachten Deckglasmontagelosung (Indig et al. 1997) zur mikrosko-

pischen Priparaten finalisiert.

Research
Poly- Ver- Resource
Antigen Wirt /Mono- diin- Hersteller, ID .
Klonal nun Identifiers
0 ung (RRID)
] UC Davis/NIH Neu-
HCN1 Maus mono. 1:1000 roMab Facility, 75-110 AB 2115181
HCN2 Kaninchen poly. 1:150 Alomoneoggbs’ APC- AB 2313726
. ] Santa Cruz Biotechno-
HCN4 Ziege poly. 1:50 logy, sc-19714 AB 2248528
GAD67 Maus mono. 1:2500 Millipore, MAB5406 AB 2278725
MAP2 Héahnchen - 1:1000 Neuromics, CH22103 AB 2314763
Meer- Synaptic Systems
VGIuT2 schwein- poly.  1:1000 ynaptic Systems, AB 887884
135404
chen
. ) Santa Cruz Biotechno-
GluR4 Ziege poly. 1:500 logy, sc-7614 AB 2114028
Tab. 1. Spezifikationen der priméren Antikorper.
Fluoro- iven. VeI
Wirt Antlgen diin- Hersteller, ID AnweI}dung
hor Wirt mit
p nung
Alexa 647 Esel Maus 1:200 Dianova, 115605205 HCNI
. . ] Life Technologies,
Cy5 Ziege Kaninchen  1:300 A10523 HCN2
. 1:500 . HCN4
Alexa 633 Esel Ziege 1:250 Invitrogen, A21082 GluR4
. ) Jackson ImmunoRese-
DyLight 405 Esel Maus 1:400 arch, 715475150 GAD67
Alexa 647 Esel Héahnchen  1:500 Dianova, 703605155 MAP2
Cy3 Esel Héahnchen  1:300 Dianova, 703165155 MAP2
DyLight 405 Esel Héahnchen  1:150 Dianova, 703475155 MAP2
Meeres-
Alexa 647 Esel schwein- 1:300 Dianova, 706605148 VGluT2
chen

Tab. 2. Spezifikationen der sekunddren Antikorper.
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2.9.2 Fiillung der Neurone mit den fluoreszierenden Farbstoffen wihrend Patch-Clamp

Experimenten

Bei den Patch-Clamp Experimenten, bei denen die elektrisch evozierten EPSCs aufgenom-
men wurden, wurden die abgeleiteten Neurone mit fluoreszierendem Farbstoff befiillt. Dabei
gelangte die in der Elektrodenlosung geldste Farbstoff wihrend den Ableitungen passiv aus
der Glaselektrode in die Neurone hinein. Es wurde 2 mM Lucifer Yellow CH K2-Salz
(L0144, Sigma-Aldrich) in der Cs-Methansulfonate-Elektrodenldsung (siehe Kapitel ,,L.6-

sungen®, Seite 32).

Wihrend die Ableitungselektrode noch an der Zelle war, wurden iiber das 5x Objektiv Fo-
toaufnahmen mit der Mikroskopkamera erstellt. Dies ermoglichte die nachtragliche Identi-
fikation der Neurone wéihrend der Konfokalmikroskopie. Damit die Neurone beim Entfernen

der Glaselektrode nicht platzen, wurde diese sehr langsam entfernt.

Nachdem die elektrophysiologischen Experimente beendet waren (max. 7 Stunden), wurden
die Gehirnschnitte (200 pm) mit den gefiillten Neuronen in 4% PFA in PBS (0,1 M, pH 7,4)
im Dunklen und auf dem Schiittelgerit fixiert. Im Fall von Lucifer Yellow-Befiillung er-
folgte die Fixierung liber Nacht bei 4°C. Nach der Fixierung wurden die Schnitte dreifach je
10 min in PBS (0,1 M, pH 7,4) gewaschen und entweder sofort zu mikroskopischen Prépa-
raten verarbeitet oder zur VGIluT2-IHC-Féarbung weitergereicht. Aus Zeitgriinden erfolgte
die IHC-Farbung ofter erst nach 1-2 Tagen, dabei wurden die fixierte Schnitte in PBS bei

4°C gelassen.

Das Prozedere der Fertigung der mikroskopischen Préaparate und der IHC-Farbungen ist dem
Kapitel 2.9.2 mit folgenden Abweichungen zu entnehmen. Die Waschgédnge mit PBS wur-
den bis auf 15 min verldangert, PBS enthielt 0,5% Triton X-100. Die priméren Antikdrper
(VGIuT2) wurden in PBS mit 1% NDS und 0,5% Triton X-100 aufgelost. Die Inkubation
mit dieser Losung erfolgte iiber 3 Néchte bei 4°C. Die Inkubation mit dem sekundiren An-
tikoper (Alexa 647) erfolgte iiber eine Nacht bei 4°C.

2.9.3 Konfokalmikroskopie

Mikrophotographische Aufnahmen der IHC-Prédparate wurden mit Hilfe des konfokalen La-
ser-Scanning-Mikroskop (KLSM) TCS SP8 (Leica Microsystems) gefertigt. Dieses wurde
mit folgenden Objektiven ausgestattet: Sx HCX PL Fluotar (nA 0,15), 20x HC PL APO Imm
Corr (nA 0,75) und 63x HC PL APO CS2 Immersionsdl (nA 1,4). Die Lochblende wurde
fiir jeden Kanal auf Airy-ScheibchengroBenordnung (engl. airy disc) 1 eingestellt. Zum An-
regen der Fluorophore wurden folgenden Laser verwendet: Diode (405 nm), Argon/2 (514
nm, fiir EYPF), Diode (561 nm) und HeNe (633 nm). Die Laserstirke wurde zum Vermeiden

des Ausbleichens mdglichst niedrig eingestellt. Zur Erfassung der Fluorophoremission wur-
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den sowohl HyD- (engl. high sensitivity hybrid detector) als auch PMT- (engl. photomulti-
plier tubes) Sensoren eingesetzt. Zum Vermeiden der Signaliiberlappungseffekte wurden die
Fluorophoranregungs- und Signalerfassungswege fiir jedes Fluorophor aufgetrennt, die ein-
zelnen Farbkanéle wurden sequenziell aufgenommen. Die Aufnahmeeinstellungen (Verstér-
kung) wurden so justiert, dass sie den dynamischen Bereich der Sensoren optimal deckten

und wurden wéhrend der Aufnahme nicht gedndert.

Es wurden sowohl die Aufnahmen der einzelnen optischen Ebenen als auch ein Aufnahmen-
block entlang der Z-Achse durgefiihrt (HCN4 und VGIuT2/MAP2). Ubersichtaufnahmen
mit den 5x- sowie 20x- Objektiven und die hochauflésenden Aufnahmen mit dem 63x-Ob-
jektiv stellen in meisten Féllen einzelne optische Ebenen dar. Die maximalen Projektionen
von den drei optischen Ebenen, die mit Z-Abstand von 0,27 um lagen, wurden extra fiir
HCN4-Aufnahmen erstellt.

2.9.4 Quantitative Auswertung der KLSM-Aufnahmen

Die Bildbearbeitung und Quantifizierung der KLSM-Aufnahmen fand in Fiji statt (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA). Zusitzlich wurde ImageJ (ImageJ Version
1.521, National Institute of Health, USA) fiir die Bildbearbeitung eingesetzt.

Zum Quantifizieren der HCN1-IR entlang der dorsoventralen IC-Achse wurden in drei Tie-
ren 2-4 koronale Gehirnschnitte entlang der rostro-kaudalen Achse ausgewihlt. Alle Schnitte
enthielten den CIC. Mit dem 5x-Objektiv wurden von insgesamt 9 IC-Schnitten die Aufnah-
menbldcke erstellt. Jeder Aufnahmenblock bestand aus 4-6 optischen Ebenen, die entlang
der Z-Achse mit Abstand von 9-11 pm zu einander lagen. Des Weiteren wurde iiber den
ganzen Aufnahmenblock fiir jede Z-Pixelkolumne ein Intensitatsmittelwert berechnet. Somit
reprisentierte das resultierende Bild den ganzen Aufnahmenblock und wurde folgenderma-
Ben weiterverarbeitet. Es wurden tiber die senkrecht zu der dorsoventralen IC-Achse liegen-
den Pixelsdulen (50 um Sdulenbreite; 2,27um Abstand zwischen den Sdulen, Abb. 11, Ay,
rosa Balken) mittlere Grauwerte kalkuliert. Somit représentierte eine Reihe von mittleren
Grauwerten und eine Reihe der dorsoventral angeordneten IC-Koordinatenwerten die
HCNI-IR jeder IC-Hélfte. Die mittleren Grauwerte wurden auf den Maximalgrauwert von
der jeweiligen IC-Hélfte normiert. Die dorsoventralen IC-Koordinatenwerte wurden zwi-
schen 0 und 1 ebenso fiir jede IC-Héilfte normalisiert und in fiinf gleiche dorsoventral ange-
ordnete IC-Abschnitte unterteilt (0-20; 20-40; 40-60; 60-80 und 80-100% von dem IC-
Ausmal}). Danach wurden die Grauwerte innerhalb von jedem Abschnitt fiir jeweilige IC-
Hilfte gemittelt. AnschlieBend wurde mittlere Grauwert fiir jeweiligen IC-Abschnitt iiber
alle rechten und alle linken IC-Hélften von jeweiligem Tier berechnet. Somit wurde jede der

IC-Abschnitten mit 5 mittleren Grauwerten représentiert.
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Um die Anzahl der VGAT-EYFP-positiven Neurone, die auch perisomatische HCN4-IR
aufwiesen, zu bestimmen, wurden bei drei Tieren 5 CIC-enthaltenden Schnitte ausgewahlt.
Mit dem 63x-Objektiv wurden im CIC in jedem Schnitt 3-5 Aufnahmenblocke, die aus 5-6
optischen Ebenen (Z-Abstand. 0,3 um) bestanden, gefertigt. Anhand von Fiji Cell Counter
wurden in jedem Aufnahmenblock die visuell identifizierten VGAT-EYFP-positiven Neu-
rone markiert. Jedes markierte Neuron wurde auf die perisomatische HCN4-IR inspiziert
und markiert, wenn die IR in mehr als einer optischen Ebene préisent war. Die gesamte An-
zahl von VGAT-EYFP-positiven Neurone mit und ohne HCN4-IR wurde bestimmt.

Um die Somadurchmesser der VGAT-EYFP-positiven Neurone zu bestimmen sowie diese
Neurone in zwei Gruppen zu unterteilen: Neurone mit perisomatischen VGluT2-positiven
Eingéngen und Neurone ohne den Letzten, wurden in zwei Tieren 4 CIC-enthaltenden
Schnitte ausgesucht. Mit dem 63x-Objektiv wurden im CIC in jedem Schnitt 4 Aufnahmen-
blocke, die aus 12-16 optischen Ebenen (Z-Abstand. 0,5 pm) bestanden, gefertigt. In jedem
Aufnahmeblock wurden die optischen Ebenen ausgesucht in deren sowohl VGIuT?2 als auch
MAP2-IR priasent war. Anhand von Fiji Cell Counter wurden in diesen Ebenen VGAT-
EYFP-positive Neurone visuell identifiziert und markiert. Jedes markierte Neuron wurde auf
die perisomatische VGIuT2-IR inspiziert. Wenn die perisomatische VGIuT2-IR in mehr als
einer optischen Ebene prisent war, wurde das Neuron als VGAT+VGIuT2+ markiert. Es
wurde parallel tiberpriift, ob die VGAT-EYFP-positiven Zellen auch fiir MAP2-positiv wa-
ren. Nur die Neurone, die fiir beide Marker positiv waren, wurden ausgewertet. Die gesamte
Anzahl von VGAT-EYFP-positiven Neuronen mit und ohne perisomatischen VGIluT2-IR
wurde bestimmt. Somadurchmesser der VGAT-EYFP-positiven Neurone wurde in der opti-
schen Ebene, wo sich der MAP2-negative Nukleus befindet, bestimmt. Dabei wurde zuerst
der Perimeter von jedem Neuron bestimmt. Des Weiteren wurde der Neuronenperimeter als
Kreisumfang (U) behandelt und in Diameter (Somadurchmesser, d) anhand der Gleichung:
d = U/m umgerechnet. Es wurde der mittlere Somadurchmesser von den VGAT-EYFP-
positiven Neuronen mit und ohne VGIuT2-IR berechnet. Fiir die beiden Neuronengruppen
wurde auch ein Histogramm mit der Klassenbreite 0,6 um fiir Somadurchmesser kalkuliert.
AnschlieBend wurde die prozentuelle Verteilung der VGIuT2-IR unter den groflen (@ > 17
um) und kleinen (@ < 17 um) VGAT-EYFP-positiven Neuronen berechnet.

Somadurchmesser und VGIuT2-IR der wihrend der Patch-Clamp Experimente mit Lucifer
Yellow gefiillten Neurone wurden anhand der mit dem 63x-Objektiv erstellten Abbildungs-
blocke quantifiziert und evaluiert. Die Z-Tiefe der Abbildungsblécke entsprach dem Durch-
messer des jeweiligen Neurons. Der Z-Abstand zwischen den einzelnen optischen Ebenen
betrug 0,4-0,5 um. Da die Nuclei nicht sichtbar waren und das Zentrum der Neurone schwie-
rig abzuschitzen war, wurden maximale Projektionen iiber den ganzen Abbildungsblock er-
stellt. Anhand dieser wurde Perimeter des Neuronensomata (wie im oben beschrieben Expe-

riment) vermessen und anschlieBend der Somadurchmesser berechnet. Die Neurone wurden
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doppelt auf den Neurotransmitterphdnotyp verifiziert: Wahrend den elektrophysiologischen
Experimenten mittels optogenetischen Einsatzes (ChR2-Aktivierung mit dem Blaulicht) und
wihrend der Konfokalmikroskopie anhand des EYFP-Emissionssignals. Auch eine schema-
tische I1C-Zeichnung mit Topografie der gefiillten Neurone wurde benutzt. Letztendlich
wurde Priasenz die VGIuT2-positiven perisomatische Eingéinge um abgeleitete Neurone be-
stimmt und mit Somadurchmessermessungen und Resultaten der elektrophysiologischen Ex-
perimente (Eigenschaften der EPSC, die bei der minimalen plus 20 V Stimulation des LL
evoziert wurden) korreliert.
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3 Ergebnisse

3.1 Teil 1. Th-Strome in inhibitorischen und exzitatorischen CIC-Neuronen

Eigenschaften der Th-Strome in GABAergen und nicht-GABAergen CIC-Neurone wurden
mit dem Feuermuster, den Adaptations- und Membraneigenschaften der beiden Neuronen-
gruppen in den jungen adulten (P22-P28) Tieren korreliert. Die Eigenschaften der Th-Strome
wurden auch mit der HCN1-, HCN2- und HCN4-Immunreaktivitit in den exzitatorischen
und inhibitorischen CIC-Neuronen vergleichen. Zur Verifikation der GABAergen (fiir vesi-
kuldren GABA Transporter positiven Neurone, VGAT+) und nicht-GABAergen (VGAT-
negativen) Neurone im CIC wurde der VGAT-ChR2-EYFP Linie 8 Mausstamm eingesetzt
(siche Methodik, Seite 26).

3.1.1 Unterschiedliche Ih-Strome in exzitatorischen und inhibitorischen Neuronen

Durch Hyperpolarisation aktivierende Strome (Ih) wurden im Voltage-Clamp Modus im
CIC aufgenommen und zwischen inhibitorischen (VGAT+) und exzitatorischen (VGAT-)
Neuronen verglichen (Abb. 9). Dafiir wurden 1 s lange Haltepotentiale von -55,5 mV bis auf
-120,5 mV schrittweise (5 mV) appliziert. Die sog. Restsrome wurden bei dem Haltepoten-
tial von -105,5 mV, 0,5 s lang evoziert. Ih-Strome wurden in allen Experimenten pharmako-
logisch isoliert, indem Blocker der spannungs- und ligandgesteuerten Ionenkanéle der ACSF
hinzugegeben wurden (siche Methodik, Seite 34). In allen inhibitorischen Neuronen riefen
die hyperpolarisierenden Spannungspulse einen langsam aktivierenden Einwartsstrom her-
vor (VGATH, Abb. 9, A1). Die exzitatorischen Neurone zeigten im Gegenteil Unterschiede
in der Kinetik des Th-Stromes und konnten in drei Gruppen unterteilt werden. Die erste Neu-
ronengruppe zeigte im Vergleich zu VGAT+ Neuronen schnell aktivierende Ih-Strome
(schnelle Aktivierungszeitkonstante — tau, siche Methodik, Seite 34) mit einer groflen
Amplitude (VGAT-, schnelle tau, Abb. 9, A»). Die zweite Gruppe wies langsame Ih-Strome
mit kleinen Amplituden auf, dhnlich der VGAT+ Neurone (VGAT-, langsame tau, Abb. 9,
A3). Die dritte Gruppe zeichnete die Abwesenheit der Ih-Strome aus (VGAT-, kein Th, Abb.
9, A4), denn die hyperpolarisierenden Spannungspulse riefen keine langsam aktivierenden

Einwartsstrome auf.

Durch Auftragen der Amplitude des Ih-Stroms gegen die Aktivierungszeitkonstante (tau)
sowie der halbmaximalen Aktivierungsspannung wurden die exzitatorischen Neurone mit
Ih-Strémen in zwei Gruppen auftrennt (Abb. 9, B). Eine Gruppe zeigte langsame Th-Akti-
vierungszeitkonstanten (>235 ms, Abb. 9, B, vertikale Punktierlinie), hyperpolarisierte halb-
maximale Aktivierungsspannungen und kleine Th-Amplituden (VGAT-, langsame tau). Die
zweite Gruppe wies stattdessen schnellere Aktivierungszeitkonstanten, depolarisierende
halbmaximalen Aktivierungsspannungen sowie groflere Th-Amplituden auf (VGAT-,
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schnelle tau). Beide o.g. Gruppen der VGAT- Neurone konnten bis auf zwei VGAT- Neu-
rone mit intermedidren Eigenschaften anhand der 235-ms-Grenze konsistent aufgeteilt wer-
den. VGAT- Neurone mit langsamen Zeitkonstanten (>235 ms) zeigten dhnlich zu den
VGAT+ Neuronen hyperpolarisierte halbmaximale Aktivierungsspannungen. Die Th-
Amplituden dieser VGAT- Neurone waren nur etwas niedriger im Vergleich zu VGAT+
Neuronen. Alle VGAT+ Neurone (33% aller Neuronen) zeigten langsame Zeitkonstanten.
Die VGAT- Neurone mit den schnellen Zeitkonstanten machten 36% und die VGAT- Neu-
rone mit langsamen Zeitkonstanten 25% von allen Neuronen aus. Lediglich 6% aller Neu-

rone zeigten keinen Th-Strom auf, diese Neurone waren alle VGAT- und somit exzitatorisch
(Abb. 9, C).

Ih-Stromdichte, Aktivierungszeitkonstanten und die halbmaximalen Aktivierungsspannun-
gen wurden zwischen den unterschiedlichen Gruppen der exzitatorischen und inhibitori-
schen Neurone verglichen. Ih-Stromdichte war dhnlich in den VGAT+ und den VGAT- Neu-
ronen mit den langsamen Zeitkonstanten. In den VGAT- Neuronen mit schnellen Zeitkon-
stanten war die Th-Stromdichte jedoch signifikant groBer im Vergleich zu den ersten zwei
Neuronengruppen (Tab. 3, Abb. 9, D, D’). Wie zu erwarten, zeigten die VGAT- Neurone
mit den schnellen Zeitkonstanten signifikant schnellere tau-Werte als die VGAT+ Neurone
und die VGAT- Neurone mit den langsamen Zeitkonstanten (Tab. 3, Abb. 9, E, E’). Die
halbmaximale Aktivierungsspannung war signifikant negativer in den VGAT+ und VGAT-
Neuronen mit den langsamen Zeitkonstanten im Vergleich zu den VGAT- Neuronen mit den
schnellen Zeitkonstanten (Tab. 3, Abb. 9, F, F’).

Die Unterschiede in der Ih-Strom Kinetik und der Th-Strom/Spannungsabhingigkeit deute-
ten entweder auf die variable Verteilung der HCN-Kanaluntereinheiten unter den o.g. Neu-
ronengruppen oder auf die Modulation der Ih -Stréme durch sog. second messenger hin.

Th-AKkti- .
vierungs-  Dunn's Dunn's Halbmaxi- Dunn's
Mittelwert . 8 Stromdichte male AKti-
+ SEM (n) zeit- Post-hoc- (pA/pF) Post- vierung Post-hoc-
konstante Test hoc-Test Test
(mV)
(ms)
vears | 389530 PR 232:a GRS | eesers (A
VGAT-, 181£10 1;]11(}1:{;1 -62,3+4.9 11??211 -88,2+1,5 IZI?/:{;;
schnelle tau (17) s (17) . (17) s
VGAT-, lang- 391+31 -17,4+3,0 -100,8+1,1
same tau (12) (12) (11)

Tab. 3. Vergleich der Eigenschaften der pharmakologisch isolierten Ih-Strome in den VGAT+ sowie
der VGAT- Neuronen mit den langsamen (langs.) und mit den schnellen (schn.) [h-Aktivierungszeit-
konstanten. Kruskal-Wallis Test mit dem nachfolgenden Dunn's Post-hoc-Test (x** p < 0,001).
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Abb. 9. Exemplarische Beispiele der pharmakologisch isolierten Ih-Strome in GABAergen
(VGAT+) (A1) und unterschiedlichen nicht-GABAergen Neuronen (VGAT-) (A2-As), welche ent-
sprechend ihrer Th-Aktivierungszeitkonstante (tau) in langsame (langs.) und schnelle (schn.) sowie
Neuronen ohne Ih-Stréme differenziert wurden. Zusammenhang zwischen Aktivierungszeit-
konstante, halbmaximaler Aktivierung und Amplitude der Th-Stréme in GABAergen und nicht-GA-
BAergen Neuronen (B). Punktierlinie bei 235 ms teilt die nicht-GABAergen Zellen in Neurone mit
schnellen und langsamen Th-Aktivierungszeitkonstanten. Prozentuale Verteilung der Neuronengrup-
pen (C). Quantifizierung der Eigenschaften der Th-Strdme in den VGAT+ und unterschiedlichen
nicht-GABAergen Neuronen (D-F’). GABAerge Neurone zeigten signifikant niedrigere Ih-Strom-
dichte (D, D’), langsamere Ih-Aktivierungszeitkonstanten (E, E”) sowie hyperpolarisierende halb-
maximale [h-Aktivierung (F, F’) im Vergleich zu den nicht-GABAergen Neuronen mit schnellen Th-
Zeitkonstanten. Gestrichelte Rechtecke in D und E zeigen die Daten, die in D’ und F’ repréasentiert
sind. Graphiken zeigen Mittelwert = SEM. Kruskal-Wallis Test mit nachfolgenden Dunn's Post-hoc-
Test (*** p <0,001).
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3.1.2 GABAerge Neurone waren positiv fiir HCN4- und negativ fiir HCNI-

Immunreaktivitit

Zur Priifung, ob die Expression der unterschiedlichen Untereinheiten der hyperpolarizati-
onsaktivierenden und durch zyklische Nukleotide modulierenden Kanéle (engl. hAyperpola-
risation activated and cyclic nucleotide-gated channel, HCN) spezifisch fiir Neuronengrup-
pen im IC ist, wurden an den PFA-fixierten Gehirnschnitten die immunhistochemischen Fér-
bungen gegen HCN1-, HCN2-, und HCN4-Isoformen durgefiihrt. AnschlieBend wurden die
o.g. Farbungen mit der Expression von EYFP in GABAergen (VGAT+) Neuronen des
VGAT-ChR2-EYFP-Mausmodels (siche Methodik, Seite 40) verglichen. Von der immun-
histochemischen Féarbung gegen HCN3-Isoform wurde abgesehen, denn diese Isoform wird
fast ausschlieBlich in den thalamischen und olfaktorischen Neuronen exprimiert (Moosmang
et al. 1999, Notomi and Shigemoto 2004).

Deutliche HCN1-Immunreaktivitdt wurde um die Somata sowie im Neuropil in allen Berei-
chen des CICs nachgewiesen (Abb. 10, Aj und Abb. 11, A}). Interessanterweise wiesen viele
nicht-GABAerge EYFP-negative Neurone (Abb. 10, Az, Vergroferung: Sterne) starke peri-
somatische HCN1-Immunreaktivitit auf, die EYFP-positiven GABAergen Neurone zeigten
stattdessen keine HCN1-Immunreaktivitidt um ihre Somata (Abb. 10, Az, A3, Vergroerung:
Pfeile). Dies deutete auf eine Expression der HCN1-Isoform bei exzitatorischen, jedoch

nicht bei inhibitorischen Neuronen hin.

Die HCN2-Immunreaktivitit war im Gegensatz zu HCN1 somatisch (Abb. 10, Bi, Vergro-
Berung: Pfeile und Sterne) und deutlich sowohl in EYFP-positiven (Abb. 10, B2, B3, Vergro-
Berung: Pfeile) als auch EYFP-negativen (Abb. 10, B2, B3, VergroBerung: Sterne) CIC Neu-

ronen reprasentiert.

Die Immunreaktivitdt der HCN4-Isoform war liberwiegend perisomatisch (Abb. 10, Ci, Ver-
groBerung: Pfeile und Sterne) und war in fast allen EYFP-positiven und somit GABAergen
Neuronen prisent (Abb. 10, Cs, C3, Vergroflerung: Pfeile). Von den EYFP-positiven Neuro-
nen zeigten 96% eine perisomatische HCN4-Immunreaktivitdt (74 von insgesamt 77 Neuro-
nen). Perisomatische HCN4-Immunreaktivitdt war auch in manchen nicht-GABAergen Neu-

ronen nachweisbar (Abb. 10, C,, C3, Vergroflerung: Sterne).

Die Resultate der oben beschriebenen Experimente deuten darauf hin, dass die Th-Stréme in
den GABAergen Neuronen iiberwiegend tliber die HCN2- und HCN4-Isoform vermittelt
werden. Im Gegensatz dazu finden sich bei exzitatorischen Neuronen unterschiedliche HCN-
Typen: Neurone mit eher schnellen ITh-Strémen, die iiber HCN1/HCN2-Isoformen vermittelt
werden und die Neurone mit eher langsamen Ih-Stromen, die iiber HCN2 und in manchen

Féllen HCN4-Isoformen hervorgerufen werden.
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Abb. 10. HCN1- (A), HCN2- (B) und HCN4- (C) Immunreaktivitdt (Magenta) im CIC der transge-
nen VGAT-ChR2-EYFP Linie 8 Mausen. GABAerge (VGAT+) Neurone exprimieren EYFP (Griin,
Pfeilkopfe), diese fehlt den nicht-GABAergen Neuronen (VGAT-, Sterne). (A) HCNI-
Immunreaktivitét fehlt in den GABAergen Neuronen, ist jedoch in vielen nicht-GABAergen Neuro-
nen présent. (B) HCN2-Immunreaktivitét ist sowohl in den GABAergen als auch nicht-GABAergen
Neuronen prisent. (C) HCN4-Immunreaktivitét ist in GABAergen als auch einigen nicht-GABAer-
gen Neuronen prisent. Messbalkenlidnge der Ubersichtsaufnamen betréigt 50 um, der durch die punk-
tierten Rechtecke gekennzeichneten VergroB3erungen: 20 um. IHC-Farbungen wurden von Dr. Julia
Heyd konzipiert, durgefiihrt, analysiert und interpretiert.

Um zu iiberpriifen, ob im IC der Maus dhnlich wie im IC der Ratte ein tonotoper Gradient
der HCNI1-Exprimierung nachweisbar ist (Koch et al. 2004), wurde die HCNI-
Immunreaktivitdt entlang der dorso-ventralen (tonotopen) IC-Achse quantifiziert (Abb. 11).
Dafiir wurden mittlere Grauwerte (engl. mean grey values, MGV) in einem 50 um breiten
Messbereich, der entlang der dorso-ventralen IC-Achse gelegt wurde, bestimmt (siche Me-
thodik, Seite 44 und Abb. 11, A; (magentafarbener Balken), A»). Quantifizierung der MGV

in 5 ICs wies keinen systematischen Gradienten der HCN 1-Immunreaktivitdt innerhalb des
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CICs auf (Abb. 11, B) (Friedman Test mit dem nachfolgenden Dunn's Post-hoc-Test, p =
0,66). In drei ICs lag der dorsale Teil des Messbereiches im ECIC und zeigte eine deutlich
niedrigere HCN1-Immunreaktivitit im Vergleich zu dem Teil, der im CIC lag (Abb. 11, B,
vgl. IC-Maf} von 20-80% und 100%). Dies entsprach den Funden bei Ratten (Koch et al.
2004). Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass in der Maus HCN1-positive Neurone

mit den groflen und schnellen Th-Stromen nicht 6fter im ventralen als im dorsalen Teil des

CICs vorkommen.

0,81 T
H e
0,61 \ |

0,41

i
¥
;

HCN1 norm. MGV

20 40 60 80 100
ventral dorsal
IC-Maf} (%)

Abb. 11. Reprisentative Ubersicht (bei 5x Objektiv) der HCN1-Immunreaktivitit (A;) und EYFP-
Fluoreszenz (A:) in einem koronalen Gehirnschnitt iiber den gesamten IC der VGAT-ChR2-EYFP
Linie 8 Maus. (A;) Magenta Rechteck reprisentiert den Bereich, bei dem die mittleren Grauwerte
(engl. mean grey values, MGV) von der HCN1-Immunreaktivitit ausgewertet wurden. (A;) EYFP-
Fluoreszenz mit den Abgrenzungen von dem zentralen Nukleus (CIC), externen Cortex (ECIC) und
dorsalen Cortex (DCIC) von IC. (B) Quantifizierung der MGV von der HCNI1-Immunreaktivitit
entlang dem dorsoventralen IC-Mal} (Magenta Rechteck in A, siche Methodik). Es wurde kein Gra-
dient der HCN1-Immunreaktivitét entlang der dorsoventralen (tonotopen) CIC-Achse nachgewiesen.
Friedman Test mit dem nachfolgenden Dunn's Post-hoc-Test (p=0,66). Balkendiagramm zeigt Mit-
telwert + SEM. Messbalkenlénge in A; betrdgt 250 um, d — dorsal, m — medial. IHC-Farbung wurde
von Dr. Julia Heyd konzipiert, durgefiihrt, analysiert und interpretiert. Quantifizierung der mittleren
Grauwerte von der HCN1-Immunreaktivitdt fiihrten Fauve de Arnal und Victor Naumov durch.

3.1.3 Die AP-Feuermuster der GABAergen Neurone waren adaptierend, nicht-GABA-

ergen Neurone zeigten unterschiedliche Feuermuster

Nachdem GABAerge und nicht-GABAerge CIC-Neurone in unterschiedlichen Gruppen ent-
sprechend ihrer Th-Stromeigenschaften und Expression der HCN-Isoformen aufgetrennt
worden waren, wurde iiberpriift, ob es eine Korrelation zwischen Ih-Eigenschaften und AP-
Feuermuster bei diesen Neuronengruppen gibt. Dafiir wurden Spannungsénderungen in GA-
BAergen (VGAT) und nicht-GABAergen (VGAT-) Neuronen als Reaktion auf 0,5 s lange
hyper- und depolarisierenden Strompulse aufgenommen. Des Weiteren wurden passive
Membraneigenschaften, Ih-Stromaktivierung und Feuermuster analysiert und die VGAT+
und VGAT- Neurone in die Gruppen entsprechend ihrer Ih-Stromaktivierungskinetik und

ihres Feuermuster aufgetrennt.
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Fast alle GABAerge Neurone wiesen ein adaptierendes AP-Feuermuster auf (Abb. 12, Aj),
wiéhrend die nicht-GABAergen Neurone sowohl Onset AP-Feuermuster (Abb. 12, A») als
auch adaptierenden AP-Feuermuster zeigten (Abb. 12, As.s). Bei allen VGAT+ sowie bei
den meisten VGAT-Neuronen (90% von allen VGAT- Neuronen) riefen die hyperpolarisie-
renden Strompulse von -200 pA eine einsackende Spannungsauslenkung, /4-sag (engl.) her-
vor (Abb. 12, Ai.s, B). Die Amplitude, sowie der zeitliche Verlauf des Th-sag bei hyperpo-
larisierenden Strompulsen von -200 pA wurden als ein anndherndes quantitatives Korrelat
zu Kinetik und Amplitude der pharmakologisch isolierten Th-Strome aus vorherigem Expe-
riment behandelt (Seite 47). Um die Kinetik der Ih-Stromaktivierung zu charakterisieren
(Korrelat zur Th-Aktivierungszeitkonstante) wurde eine einfache exponentielle Trendlinie
iber die depolarisierende Spannungsauslenkung des Ih-sag gelegt und die entsprechende
Zeitkonstante flir jedes Neuron berechnet. Als Korrelat zur Amplitude des Th-Stromes diente
die Ih-sag Amplitude von jedem Neuron (siche Methodik, Seite 35). Die o0.g. quantitativen
Korrelate des Th-Stromes stellen nur eine Anndherung an die Amplitude und Aktivierungs-
zeitkonstante der pharmakologisch isolierten Strome dar, denn sie sind, neben den HCN-
Kanilen, auch von der Zellkapazitit sowie Aktivierung anderer spannungsgesteuerten lo-
nenkanidlen abhédngig. Anhand der Zeitkonstante und Amplitude des Th-sag wurden die
VGAT+ und VGAT- Neurone in Gruppen eingeteilt, die den Gruppen der pharmakologisch
isolierten Th-Strommessungen entsprachen (Abb. 12, B). Die VGAT+ Neurone wiesen den
Ih-sag mit einer relativ langsamen Kinetik (Zeitkonstanten >70 ms) und kleiner Amplitude
(<50%) auf (Abb. 12, Ay, C-E). Bei VGAT- Neuronen wies der Ih-sag unterschiedliche Cha-
rakteristiken auf (Abb. 12, Az.s, C-D, Tab. 4). Alle VGAT- Neurone mit dem Onset AP-
Feuermuster zeichneten sich durch einen schnellen Th-sag (Zeitkonstante <70 ms) und eine
hohe Th-sag Amplitude (>50%) aus. Die VGAT- Neurone mit dem adaptierenden AP-
Feuermuster konnten entsprechend ihren Th-sag Eigenschaften hingegen in drei Gruppen un-
terteilt werden (Abb. 12, As.s, C-D, Tab. 4). Ungefahr die Hilfte dieser VGAT- Neurone
zeigte schnell aktivierenden (<70 ms) Ih-sag mit einer groen Amplitude, dhnlich zu den
Onset-Neuronen. Die andere Hilfte der VGAT- Neurone wies einen langsam aktivierenden
Ih-sag mit niedriger Amplitude auf (Abb. 12, C-D). Somit dhnelten diese Neurone den
VGAT+ Neuronen. Ahnlich zu den Aufnahmen der pharmakologisch isolierten Ih-Strome
zeigten auch in diesem Experiment manche VGAT- Neurone mit dem adaptierenden AP-
Feuermuster keine Th-Aktivierung (Abb. 12, As, B). Insgesamt war die relative Anzahl der
Neurone in der 0.g. Gruppen dhnlich zu den relativen Gruppengrof3en, die basierend auf den
Messungen der pharmakologisch isolierten Th-Strdme bereits ermittelt worden waren (vgl.
Abb. 9, C und Abb. 12, B).

Als Néchstes wurden passive Membraneigenschaften: das Ruhemembranpotential, der Ein-
gangswiderstand in steady state und die Membranzeitkonstanten zwischen den VGAT+ und
unterschiedlichen Gruppen der VGAT- Neurone verglichen. Alle diese Parameter waren sig-
nifikant unterschiedlich zwischen den VGAT+ Neuronen und den VGAT- Neuronen mit
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dem Onset AP-Feuermuster (Abb. 12, E-G, Tab. 5). Die restlichen VGAT- Neuronengrup-
pen unterschieden sich ebenso in vielen dieser Parameter. Zusammenfassend unterschieden
sich die VGAT+ Neurone hinsichtlich der passiven Membraneigenschaften und Ih-sag Ei-
genschaften nicht signifikant von den diversen VGAT- Neuronengruppen. Die VGAT- On-

set-Neurone schienen stattdessen eine separate Klasse der Neurone zu bilden.

Manche Neurone zeigten nach den hyperpolarisierenden Stromapplikationen (0.5 s) einen
Rebound-AP (Abb. 12, A> und A3z). Deswegen wurde die relative Anzahl dieser Neuronen
unter den VGAT+ und jeweiligen VGAT- Neuronengruppen bestimmt. Als Rebound-Neu-
rone wurden derjenigen Zellen definiert, bei denen ein AP hervorgerufen wurde, wenn das
Neuron auf ein Potential >-90,5 mV (in steady-state) hyperpolarisiert wurde (Abb. 12, H).
Das Membranpotential von -90,5 mV wurde als Kriterium gewéhlt, denn es entspricht dem
Umkehrpotential von CI™ in IC-Neuronen (Vale and Sanes 2002). Die Hyperpolarisation bis
zu -90,5 mV loste ein Rebound-AP in allen VGAT- Onset-Neuronen auf. Auch 80% der
VGAT- Neurone mit einem adaptierenden AP-Feuermuster und einem schnellen Th-sag
zeigten Rebound-AP. Die Mehrheit der VGAT+ und VGAT- Neurone mit einem adaptie-
renden AP-Feuermuster und einem langsamen lh-sag zeigte stattdessen kein Rebound-AP.
Dies deutet darauf, dass Rebound-APs iiberwiegend iiber die schnellen und groflen Ih-

Strome hervorgerufen wurden und fiir bestimmte CIC-Neuronengruppen spezifisch waren.

Mittelwert Th-sag Dunn's Post-hoc- ZIel;;ls(?)%l- Dunn's Post-hoc- n
+ SEM (%) Test Test
stante (ms)
VGAT-, schn. Ih*** VGAT-, schn. Ih***

VGAT* 30,6+2,6 VGAT-, Onset*** 117,2+10,3 VGAT-, Onset*** 2

VGAT-, adapt., 55,4+1,5 VGAT-, langs. [h*** 44,1+2.6 VGAT-, langs. Th*** | 29
schn. Th

VGAT-, Onset, | ) 191 VGAT-, langs. Th*** | 33234  VGAT-, langs. Th*** | 12
schn. Th

VGAT-, adapt., | pe 5103 128,6+8,6 33
langs. Th

Tab. 4. Vergleich der VGAT+, VGAT- Onset sowie VGAT- Neurone mit adaptierenden AP-
Feuermuster mit dem schnellen (schn.) und den langsamen (langs.) Th-sag-Zeitkonstanten hinsicht-
lich der Eigenschaften ihres Th-sag. Kruskal-Wallis Test mit nachfolgenden Dunn's Post-hoc-Test
(*¥*x p <0,001).
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Abb. 12. Exemplarische Antworten der VGAT+ und unterschiedlichen VGAT- Neurone auf hyper-
und depolarisierende Strompulse (Ai-As). Alle GABAerge Neurone (VGATH) zeigten adaptierende
AP-Feuermuster und einen langsamen Th-sag bei hyperpolarisierenden Strompulsen (A;). Nicht-GA-
BAerge Neurone (VGAT-) zeigten entweder Onset (A») oder adaptierende AP-Feuermuster mit un-
terschiedlicher Kinetik des Th-sag: mit schnellen (A3) und langsamen (A4) Zeitkonstanten des ITh-
sags, sowie Neurone ohne Ih-sag (As). Verteilung der Neurone entsprechend ihren Ih-sag-Eigen-
schaften (B). VGAT+ Neurone zeigten im Vergleich zu den VGAT- Onset- und adaptierenden
VGAT- Neuronen mit dem schnellen Th-sag signifikant langsame Ih-sag-Zeitkonstanten (C). Die re-
lative Th-sag-Amplitude war bei den VGAT+ Neuronen signifikant kleiner als bei den VGAT- Onset-
und den VGAT- adaptierenden Neuronen mit dem schnellen Ih-sag (D). Ruhemembranpotential (E),
Eingangswiderstand in steady state (F) und Membranzeitkonstanten (G) waren signifikant unter-
schiedlich zwischen den VGAT+ und VGAT- Onset Neuronen. Die meisten VGAT- Neurone mit
schnellem Ih-sag zeigten ein Rebound-AP, wéhrend die Mehrheit der Neurone mit langsamem Ih-
sag (VGAT+ und VGAT-) kein Rebound-AP zeigten. Balkendiagramme zeigen Mittelwert = SEM.
Kruskal-Wallis Test dem Dunn's Post-hoc-Test (* p < 0,05; x p <0,01; *** p <0,001).
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Ruhe- Eingangs- Memb-
memb- Dunn's wider- Dunn's ranzeit- Dunn's
Mittelwert stand in
+ SEM ranpo- Post-hoc- steady Post-hoc- kon- Post-hoc- | n
tential Test state Test stante Test
(mV) (MOhm) (ms)
VGAT-, On- VGAT-, VGAT-, On-
VGAT+ | -70,8%1,1 o+ 16774247 " | 119414 eprer | 27
VGAT-,
VGAT-, Onset * VGAT-, On-
‘;gf T 68,1408 1anes =5 o0 VOATS | e6i07 set™* 1 g9
pt., O VGAT-, SESS angs, Theer | 00T VGAT-,
schn. Th kein Th ** VGAT-, langs. Th *
kein Th ***

Onset, | 65303 "G5 0 38444 o | 3904 TUGL |13
schn. Th kein Th *** kein Th *** kein Th ***
VGAT-,

adapt., -73,4+0,9 229,6+26,1 12,6+0,9 33
langs. Ih
VGAT-,

adapt., kein | -81,9+3,5 375,2+76,1 13,6+£2,4 8
Th

Tab. 5. Vergleich der VGAT+, VGAT- Onset, VGAT- Neurone mit adaptierendem AP-Feuermuster
mit den schnellen (schn.) und den langsamen (langs.) Ih-sag-Zeitkonstanten sowie Neurone ohne Ih-
sag hinsichtlich ihrer passiven Membraneigenschaften. Kruskal-Wallis Test mit nachfolgenden
Dunn's Post-hoc-Test (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

3.1.4 AP-Adaptationsraten der GABAergen und nicht-GABAergen Neurone unterschie-
den sich geringfiigig

Die Mehrheit der CIC-Neurone (88%) zeigen unabhédngig von ihrem Neurotransmitterpha-
notyp Adaptation ihrer AP-Feuerraten wéhrend der depolarisierenden Strominjektionen. Das
adaptierende = AP-Feuermuster kann in seiner maximalen Feuerrate, seinem
Stromamplitude/AP-Feuerrate Verhiltnis oder Adaptationsrate variieren. Deswegen wurden
bei allen Neuronen mit dem adaptierenden AP-Feuermuster diese Parameter analysiert und
anschliefend zwischen den VGAT+ und unterschiedlichen Gruppen der VGAT- Neurone
verglichen. Abb. 13 A4 zeigt die reprisentativen Antworten der Neurone auf die depolari-
sierenden Strominjektionen sowie ein Rasterdiagramm der AP-Zeitpunkte fiir jede Neuro-
nengruppe. Als erstes wurden die AP-Feuerraten fiir jede depolarisierende Strominjektion
festgestellt und gegen die Stromamplitude (Stromamplitude bei der AP-Schwelle) aufgetra-
gen. Dieses Verhéltnis unterschied sich nicht zwischen den VGAT+ und den unterschiedli-
chen Gruppen von VGAT- Neuronen (Abb. 13, B). Die statistische Analyse der Mittleren
Feuerraten bei 200 pA iiber die AP-Entstehungsschwelle zeigten keine Unterschiede zwi-

schen o.g. Neuronengruppen (Abb. 13, C, Tab. 6).
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Beim Vergleich der Adaptationsraten zwischen den VGAT+ und unterschiedlichen VGAT-
Neuronengruppen wurden fiir jedes Neuron die mittleren Feuerraten entlang einem Zeitras-
ter (Fensterbreite 50 ms) berechnet und fiir jede Neuronengruppe gemittelt und gegen die
Zeitachse des Rasters aufgetragen (siche Methodik, Seite 35) (Abb. 13, D). Die VGAT+
Neurone zeigten durchschnittlich schnelle Adaptation der Feuerraten wahrend der ersten 200
ms nach der Stromapplikation und adaptieren danach nicht mehr weiter (Abb. 13, D). Alle
VGAT- Neurone zeigten stattdessen anhaltende Adaptation wéihrend der ganzen Dauer der

Strominjektion.

Die Adaptationsraten fiir jedes Neuron wurden mit Hilfe einer doppelt exponentiellen Trend-
linien iiber das Streudiagramm der fortlaufenden Frequenz berechnet. Um dieses Diagramm
zu erstellen, wurden die Zeitintervalle zwischen dem ersten AP und jedem fortlaufenden AP
in die Feuerfrequenz umgerechnet und anschlieBend gegen die Zeitpunkte der jeweiligen
APs aufgetragen. Die Adaptationszeitkonstanten wurden als gewichtete Zeitkonstanten re-
prasentiert (siche Methodik, Seite 35). Die VGAT+ Neurone adaptierten signifikant schnel-
ler (hatten kleinere gewichtete Adaptationszeitkonstanten) als die VGAT- Neurone mit dem
langsamen Ih-sag und VGAT- Neurone ohne den Th-sag (Abb. 13, E, Tab. 6). Zwischen den

restlichen Neuronengruppen war die Adaptation nicht zu unterscheiden.

Mittelwert . Adal.)ta- Dunn's Post-hoc- AP'F"“"f rate l?el Tukey's
+ SEM (n) tionszeitkon- Test 200 pA iiber die  Post-hoc
stante (ms) AP-Schwelle (Hz) Test
_ ksk

VGAT+ 6or11 24) oo lanes T 115410 (25) ns
VGAT-, schn. Ih 153£58 (24) 117£11 (19) ns
VGAT-, langs. Th 167432 (30) 11747 (18) ns
VGAT-, kein Ih 5414280 (7) 109£13 (5) ns

Tab. 6. Vergleich der gewichteten Adaptationszeitkonstanten sowie Aktionspotentialfeuerraten bei
200 pA {iiber die Aktionspotentialschwelle zwischen den VGAT+ und den VGAT- Neuronen mit
adaptierenden AP-Feuermuster mit den schnellen (schn.) und langsamen (langs.) Ih-Zeitkonstanten
sowie Neuronen ohne Ih-sag. Kruskal-Wallis Test mit nachfolgendem Dunn's Post-hoc-Test bzw.
einfaktorielle Varianzanalyse mit nachfolgendem Tukey's Post-hoc Test (x* p < 0,01; ns, p > 0,98).
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Abb. 13. AP-Feuerraten und Adaptationseigenschaften der VGAT+ und VGAT- Neurone mit adap-
tierendem AP-Feuermuster. Exemplarische Rasterdiagramme représentieren Neuronenantworten auf
die depolarisierenden Strompulse (A;-A4). Umrahmte Rasterdiagramme reprasentieren die gezeigten
Membran-Spannungsantworten und weisen die Feuerraten um 100 Hz auf (Durchschnitt 102+11 Hz)
(A1-A4). Die Antworten mit den Feuerraten um 100 Hz wurden fiir die Quantifizierung der Adapta-
tionsraten der VGAT+ (A|) und VGAT- Neurone mit dem schnellen (Az) und langsamen (A3) Zeit-
konstanten von lh-sag sowie Neurone ohne Ih-sag (As) verwendet. Gemittelte Feuerraten vs.
Stromamplitude tber die AP-Schwelle fiir die VGAT+ und unterschiedliche VGAT- Neurone (B).
Mittlere Feuerraten bei den 200 pA {iber AP-Schwelle liegenden Stromapplikationen (C, punktiertes
Rechteck in B). Die Feuerraten waren zwischen den o.g. Neuronengruppen nicht unterschiedlich
(einfaktorielle Varianzanalyse mit nachfolgendem Tukey's Post-hoc Test, p > 0,98). Gemittelte Di-
agramme der AP-Feuerfrequenz (Zeitklassenbreite 50 ms) von den VGAT+ (n=24) und VGAT-
Neuronen mit schnellem (n=24), langsamen (n=30) und keinem Ih-sag (n=7) (D). Daten sind als
Mittelwert = SEM gezeigt. Adaptationsraten (E) die als gewichtete Zeitkonstante fiir die Streudia-
gramme der fortlaufenden Frequenz kalkuliert wurden (siehe Methodik), zeigen, dass die VGAT+
Neuronen signifikant schneller als die VGAT- Neuronen mit dem langsamen Ih-sag sowie VGAT-
Neuronen ohne den Ih-sag adaptieren. Kruskal-Wallis Test mit nachfolgendem Dunn's Post-hoc-Test
(»* p<0,01).
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3.2 Teil 2. AMPA-Rezeptor vermittelte synaptische Einginge an inhibitori-

schen und exzitatorischen CIC-Neuronen

Glutamaterge Signaliibertragung iiber AMPA-Rezeptoren im IC wurde anhand elektrophy-
siologischer Studien bereits belegt (Wagner 1996, Ma et al. 2002, Sivaramakrishnan and
Oliver 2006). Auch die Expression unterschiedlicher Isoformen der AMPA-Rezeptoren
(GluR1-4) im IC wurde mittels bildgebender Verfahren nachgewiesen (Gaza and Ribak
1997, Caicedo et al. 1998, Caicedo and Eybalin 1999). Die Expression unterschiedlicher
Isoformen der AMPA-Rezeptoren wurde jedoch im IC bis dato nicht in den Zusammenhang
mit dem Neurotransmittertyp gebracht. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden die
AMPA-Rezeptor-vermittelten postsynaptischen Strome im CIC zwischen exzitatorischen
und inhibitorischen postsynaptischen Neuronen verglichen. Die synaptischen Eingdnge wur-
den anhand der pharmakologisch isolierten miniatur exzitatorischen postsynaptischen
Strome (mEPSC) sowie durch die elektrische Stimulation des Lemniscus lateralis evozierten
EPSCs und Aktionspotentialen charakterisiert. Ferner erlaubte die Auswertung der Latenz
evozierten EPSCs und APs Riickschliisse auf mogliche Verschaltung erregender Eingénge
zwischen LL und IC zu ziehen. AuBlerdem wurden die elektrophysiologischen Eigenschaften
der synaptischen Ubertragung mit der GluR4- und VGluT2/MAP2-Immunreaktivitit, sowie
mit dem Somadurchmesser der inhibitorischen und exzitatorischen Neurone korreliert. Um
die Zugehorigkeit der CIC-Neurone zu dem inhibitorischen — GABAergen (positiv fiir die
Expression von VGAT, VGAT+) oder zu dem exzitatorischen — nicht-GABAergen (VGAT-
negativ, VGAT-) Neurotransmittertyp festzustellen, wurde der VGAT-ChR2-EYFP- Linie
8 Mausstamm eingesetzt (siche Methodik, Seite 26).

3.2.1 Schnellere Kinetik und variablere Stromamplituden der mEPSC in inhibitorischen
Neuronen im Vergleich zu exzitatorischen Neuronen

Um die AMPA-Rezeptor-vermittelte synaptische Strome an exzitatorischen und inhibitori-
schen CIC-Neuronen zu evaluieren, wurden pharmakologisch isolierte mEPSC aufgenom-
men (Abb. 14, A, n: 15 VGAT+, 34 VGAT-). Da die exzitatorischen Eingédnge im IC neben
der AMPA-Rezeptoren auch iiber die NMDA-Rezeptoren vermittelt werden konnen (Gaza
and Ribak 1997, Zhang and Kelly 2001), wurden die Letzteren mit DL-AP5 (2-Amino-5-
phosphonovaleriansdure) blockiert. Des Weiteren wurde auch die Signaltransduktion iiber
die GABA- und Glycinergen Synapsen im IC (Buentello et al. 2015) mittels der GABAAa-
und Glycinrezeptorblocker SR-95531 (Gabazin) bzw. Strychnin Hydrochlorid blockiert. Das
Entstehen der APs wurde mit Tetrodoxin unterbunden (siche Methodik, Seite 36).

Die normierten Haufigkeitshistogramme der Abfallzeitkonstanten der mEPSC fiir alle inhi-
bitorischen (VGAT+) und alle exzitatorischen (VGAT-) Neurone (Abb. 14, B) zeigen, dass
die Kinetik der in den VGAT+ Neuronen aufgenommenen Strdme schneller als die der
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VGAT- ist. Beide Histogramme {iberlappen sich im Intervall von 0,7-1,3 ms. Die Haufig-
keitshistogramme fiir die mEPSC-Amplitude (Abb. 14, C) zeigen, dass die Amplituden der
VGAT+ Neurone grofler, als die der VGAT- Neurone sind. Auch diese zwei Histogrammen
zeigen Uberlappung, wobei die VGAT+ Neurone sehr variable Amplituden — von 10 bis zu
120 pA aufweisen. Die Haufigkeitsverteilungen der Amplituden und der Aballzeitkonstan-
ten deuten bei beiden Neuronengruppen jeweils nur auf eine einzelne Verteilung der mE-
PSC-Parameter hin.

Wie die Haufigkeitsdiagramme bereits andeuten, weisen die inhibitorischen Neurone im
Vergleich zu exzitatorischen Neuronen signifikant schnellere mittleren Abfallzeitkonstanten
der mEPSC (1<1 ms) auf (Abb. 14, F, Tab. 7). Auch die mittlere Anstiegszeit der mEPSCs
ist in den VGAT+ Neuronen schneller als in den VGAT- Neuronen (Abb. 14, G, Tab. 7).
Bemerkenswert ist, dass zwei von insgesamt 15 VGAT+ Neuronen (13%) deutlich langsa-
mere (T >1 ms) — dhnlich den VGAT- Neuronen — mittlere Abfallzeitkonstanten zeigen. Un-
ter den mittleren Abfallzeitkonstanten der EPSCs von den VGAT- Neuronen treten keine
schnellen Extremwerte (1<0,5 ms) auf. Die Variationskoeffizienten der mEPSC-Abfallzeit-
konstanten der beiden Neuronengruppen sind nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 14, J,
Tab. 7). Die Amplituden der mEPSCs der VGAT+ Neurone sind signifikant groBer (Abb.
14, H, Tab. 7) und weisen deutlich hohere Variationskoeffizienten auf (Abb. 14, K, Tab. 7),
als die der VGAT-negativen Neurone.

Im Gegensatz zu den signifikant hoheren Variationskoeftizienten der mEPSCs-Amplituden
der VGAT+ Neurone im Verglich zu den VGAT-negativen Neuronen, ist die Kinetik von
75% der mEPSC der VGAT+ Neurone schnell und liegt in einem relativ engen Abfallzeit-
konstanteninterval von 0,5-1 ms (Abb. 14, Ei-E»). Das zeigt, dass die EPSC-Kinetik bei den
VGAT+ Neuronen nicht mit den EPSC-Amplituden korrelierte. Die Frequenz der mEPSCs
war bei den VGAT+ Neuronen hoher als bei den VGAT- Neuronen (Abb. 14, 1, Tab. 7).

Zusammenfassend wiesen die meisten inhibitorischen Neurone im Vergleich zu exzitatori-
schen Neuronen AMPA-Rezeptor-vermittelte Strome mit einer deutlich schnelleren Kinetik
(mEPSC-Abfallzeitkonstanten), groeren und variableren mEPSC-Amplituden und einer
hoheren mEPSC-Frequenz. Nur einzelnen GABAergen Neurone teilen die Kinetikeigen-
schaften der postsynaptischen Strome der glutamatergen Neurone (und vice versa fiir gluta-
materge Neurone). Da die Isoformen der AMPA-Rezeptoren (GluR1-4) sich iiber die Kine-
tik der Ionenstrome die sie leiten unterscheiden lassen (Mosbacher et al. 1994, Lambolez
1996, Quirk et al. 2004), deuteten die o.g Ergebnisse auf die Expression unterschiedlicher
GluR-Rezeptoren in inhibitorischen und exzitatorischen CIC-Neuronen.
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Abb. 14. Vergleich der AMPA-Rezeptor vermittelten miniatur exzitatorischen postsynaptischen
Strome (mEPSC) in inhibitorischen (VGAT+) und exzitatorischen (VGAT-) Neuronen im CIC.
Exemplarische Beispiele der Voltage-Clamp Aufzeichnungen (A). Mittlere normierte Haufigkeits-
diagramme fiir die mEPSC-Abfallzeitkonstante (Klassengréfie 0,1 ms) und die mEPSC-Amplitude
(Klassengrofie 1,5 pA) von VGAT+ und VGAT- Neuronen (B, C). Exemplarische Beispiele der ge-
mittelten mEPSCs bei einem VGAT+ und einem VGAT- Neuron (D). Normiertes Abfallzeitkon-
stante-Amplitude Konturdiagramm (Klassengrofen jeweils 0,15 ms und 2 pA) tiber alle VGAT+ und
VGAT- Neurone (Ei-E;). Mittlere Abfallzeitkonstante (F) und Anstiegszeitkonstante (G) sind bei
den VGAT+ Neuronen deutlich schneller als bei den VGAT- Neuronen. Amplitude (H) und Fre-
quenz der mEPSC (I) der VGAT+ Neurone sind hoher als bei den VGAT- Neuronen. Variationsko-
effizient der Abfallzeitkonstante (J) unterscheidet sich nicht zw. beiden Neuronengruppen. Variati-
onskoeffizient der Amplitude (K) ist bei den VGAT+ Neuronen wesentlich hdher im Vergleich zu
den VGAT- Neuronen. Balkendiagramme zeigen Mittelwert + SEM, Mann-Whitney-Test (n: 15
VGATH, 34 VGAT-, p<0,001 ***; p<0,05 *).
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VGAT+ VGAT-

Mittelwert = SEM =15 n=34 Mann-Whitney-Test, p
Abfallzeitkonstante (ms) 0,70+0,06 1,32+0,08 <0,0001; ***
Anstiegszeit (ms) 0,23+0,01 0,36+0,02 <0,0001; ***
Amplitude (pA) 32,33+£2,38 20,68+0,89 <0,0001; ***
mEPSC-Frequenz (Hz) 2,68+0,74 1,12+0,18 0,004; *
Variationskoetlizient der . 4040,03 0,33+0,02 0,052
Variationskoeffizient der 0,39+0.01 0,29+0,01 <0,0001; ***

Amplitude

Tab. 7. Vergleich der inhibitorischen (VGAT+) und exzitatorischen (VGAT-) CIC-Neurone hinsicht-
lich der Eigenschaften der miniatur postsynaptischen Strome (mEPSC).

3.2.2 Erregende LL-Eingiinge an inhibitorischen und exzitatorischen CIC-Neuronen

unterschieden sich hinsichtlich Kinetik und Amplitudenvariation voneinander

Die Ergebnisse der mEPSC-Aufnahmen deuteten an, dass inhibitorischen und exzitatori-
schen Neurone im CIC unterschiedliche GluR-Untereinheiten exprimieren. Es ist bekannt,
dass AMPA-Rezeptor-vermittelte Eingénge im IC iiber Fasern des Lemniscus lateralis akti-
viert werden (Saint Marie and Baker 1990, Wagner 1996, Ma et al. 2002, Sivaramakrishnan
and Oliver 2006). Auf Grund dieser Indizien stellt sich die Frage, ob die Erregung des LL
die AMPA-Rezeptor-vermittelten postsynaptischen Strome mit unterschiedlicher Kinetik in
den inhibitorischen und exzitatorischen CIC Neuronen evoziert und somit auf die unter-
schiedliche Zusammensetzung der an der Signaltransduktion beteiligten AMPA-Rezeptoren
hindeutet. Dafiir wurden in den koronalen Schnitten, die sowohl IC als auch Fasern des LL
enthalten (116° zur Liangsachse, siche Methodik, Seite 30) die Axone des LLs im Bereich
des DNLL f{iber bipolare Spannungspulse stimuliert (Abb. 15, A) und dabei evozierten
EPSCs in den inhibitorischen und exzitatorischen CIC-Neuronen aufgenommen (Abb. 15,
Ci-Co, n: 12 VGAT+ und 34 VGAT-). AnschlieBend wurden die EPSC-
Abfallzeitkonstanten, -Amplitude und -Latenz zwischen beiden Neuronengruppen vergli-
chen. Die EPSCs wurden bei minimaler Stimulationsstirke aufgenommen, diese entsprach
der Stimulationsstérke bei der die EPSC erstmals auftraten. Diese Stimulationsstirke wurde
angewendet, da bei hoheren Spannungen bei einigen VGAT+ Neuronen iiberlappende
EPSC-Salven auftraten. Bei diesen Neuronen konnten die Abfallzeitkonstanten und die
Amplitudenmaxima der EPSC nicht eindeutig quantifiziert werden. AuBlerdem limitierte die
minimale Stimulation die Aktivierung der eventuellen groflen Netzwerke: glutamatergen In-
terneuronen, die an den GABAergen IC-Neuronen verschaltet sind (Ito et al. 2015). Die
EPSC wurden mittels der GABAa- und Glycinrezeptorblocker SR-95531 (Gabazin) bzw.
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Strychnin Hydrochlorid isoliert (siche Methodik, Seite 37). Von der Blockade der NMDA -
Rezeptoren (Ma et al. 2002) wurde abgesehen (siehe Diskussion, Seite 90).

Abfallzeitkonstanten der evozierte EPSCs sind dhnlich zu spontanen mEPSCs: Die meisten
VGAT+ Neurone weisen signifikant schnellere mittlere Abfallzeitkonstante (t<1 ms) (Abb.
15, D, Ci-Cy, Tab. 8) als die VGAT- Neurone auf. Somit sind die Resultate beider Experi-
mente konsistent und deuteten auf die Expression unterschiedlicher GluR-Rezeptoren in bei-
den Neuronengruppen hin. Weder die Stirke der Spannungspulsen, die im LL appliziert
wurden (Abb. 15, B, Tab. 8) noch die Amplituden der EPSC die in CIC-Neuronen evoziert
wurden, waren zwischen den VGAT+ und VGAT- Neuronen unterschiedlich (Abb. 15, E,
Tab. 8). Die Variationskoeffiziente der EPSC-Amplituden waren bei den VGAT+ Neuronen
— wie im Fall von mEPSC — eindeutig hoher als bei den VGAT- Neuronen (Abb. 15, Ci-Ca,
F, Tab. 8).

Mittelwert = SEM VHGQ?- \;1(=}§4T Mann-Whitney-Test, p
Abfallzeitkonstante (ms) 0,37+0,07 1,62+0,14 <0,0001; ***
Amplitude (pA) 1234+22 229+35 0,0867
Variationskoef'ﬁzient der 0,59+0.05 0,19+0,02 <0,0001; ***
der Amplitude
Stimulationsstiirke (V) 41+4 3642 0,446

Tab. 8. Vergleich der inhibitorischen (VGAT+) und exzitatorischen (VGAT-) CIC-Neurone hinsicht-
lich der Eigenschaften der exzitatorischen postsynaptischen Stréme (EPSC), die durch die Stimula-
tion des LL evoziert wurden.

Ferner zeigten zwei von insgesamt 12 VGAT+ Neuronen (16%) EPSCs mit relativ langsa-
men Abfallzeitkonstanten (1,14 ms und 2,22 ms). Interessanterweise zeigte eines dieser bei-
den Neurone neben EPSCs mit langsamer Kinetik auch EPSCs mit deutlich schnelleren Ab-
fallzeitkonstanten: 0,29 ms (Abb. 16, A-C, Eingénge mit der langsamen Kinetik wurden fiir
dieses Neuron bei der Auswertung nicht beriicksichtigt). Dieser Fund der einzelnen VGAT+
Neurone mit langsamen Abfallzeitkonstanten ist mit den Ergebnissen der mEPSC-Aufnah-
men konsistent. Dabei weisen 2 von 15 VGAT+ Neuronen (13%) ebenso deutlich langsame
mittlere Abfallzeitkonstanten der mEPSC (1 >1 ms) (Abb. 14, F). Aulerdem wissen diese
Neurone einen niedrigen Variationskoeffizient der Amplitude der langsamen EPSC (0,31
und 0,05) — erneut dhnlich zu den VGAT- Neuronen (Abb. 14, vgl. A und B).
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Abb. 15. Vergleich der inhibitorischen (VGAT+) und exzitatorischen (VGAT-) Neurone im CIC
hinsichtlich der Eigenschaften ihrer exzitatorischen postsynaptischen Strome (EPSC), die durch die
Stimulation der Axonen des Lemniscus lateralis evoziert wurden. KLSM-Aufnahme des EYFP-
Emissionssignals von VGAT+ Neuronen und VGAT+ Neuropils eines speziellen Koronalschnittes
(116°, siche Methodik) zeigt den dorsalen Nukleus des Lemniscus lateralis (DNLL), in dem die
Spannungspulse appliziert wurden, sowie den zentralen Nukleus des Colliculus inferior (CIC), in
dem EPSCs aufgenommen wurden. ECIC — externer Cortex und DCIC — dorsaler Cortex von IC
(A). Spannungsstéirke der minimalen Stimulation (siehe Methodik) ist zwischen beiden Neuronen-
gruppen nicht unterschiedlich (B). Représentative Beispiele von jeweils drei Voltage-Clamp Auf-
zeichnungen der evozierten EPSCs von einem VGAT- (schwarz) (C;) und einem VGAT+ Neuron
(rot) (C»), Stimulationsartefakt ist ausgeschnitten, vertikale Punktierlinie zeigt den Startpunkt der
Applikation des bipolaren Spannungspulses (Pulslénge: 0,4 ms) an. Mittlere Abfallzeitkonstante (D)
ist signifikant kiirzer in den VGAT+ Neuronen als in den VGAT- Neuronen. Amplitude der EPSCs
(E) der beiden Neuronengruppen ist nicht unterschiedlich. Variationskoeffizient der EPSC-
Amplitude (F) ist bei den VGAT+ Neuronen wesentlich hoher als bei den VGAT- Neuronen. Bal-
kendiagramme zeigen Mittelwert £ SEM. Mann-Whitney-Test (n: 12 VGAT+, 34 VGAT-, p<0,001
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Zusammenfassend evozierte die Stimulation des LL in den meisten GABAergen CIC-
Neuronen AMPA-Rezeptor vermittelten postsynaptischen Stréme mit einer schnelleren Ki-
netik (Aballzeitkonstanten) und variableren Amplituden als in exzitatorischen Neuronen.
Diese Ergebnisse waren konsistent mit den Ergebnissen des mEPSC-Experimentes und deu-
ten zusammen auf die Expression unterschiedlicher GluR-Rezeptoren in inhibitorischen und
exzitatorischen CIC-Neuronen. AuBerdem deuten sehr variable EPSC-Amplitude und
EPSC-Latenz (Abb. 15, C) bei den meisten VGAT+ Neuronen auf einen moglichen polysy-
naptischen Ursprung der erregenden Eingidnge aus dem LL hin. Einzelne GABAerge Neu-
rone, die deutlich langsame Abfallzeitkonstanten als die meisten VGAT+ Neurone in der
Stichprobe von diesem Experiment sowie dem mEPSC-Experiment aufweisen, liefern einen
Hinweis darauf, dass die GABAergen Neurone keine homogene Gruppe in Bezug auf die
Expression der GluR-Untereinheiten sind.

Abfallzeitkonstante
0,3 ms

Abb. 16. Reprisentative Beispiele von insgesamt fiinf Auf-
zeichnungen der EPSCs in einem VGAT+ CIC-Neuron, die B
durch die Stimulation des LL evoziert wurden (fiinf Stimu-
lationswiederholungen). EPSCs lassen sich anhand der Ab-
fallzeitkonstanten in zwei Populationen unterteilen: EPSC

mit den kurzen Abfallzeitkonstanten (0,29 ms) und lingeren
variablen EPSC-Latenz (A) und EPSCs mit deutlich langsa-

men Abfallzeitkonstanten (2,22 ms) und mit kiirzeren EPSC-
Latenz (B). In C ist die Aktivierung der schnellen und lang-
samen EPSCs gezeigt. Eingéinge mit der langsamen Kinetik c
wurden fiir dieses Neuron bei der Auswertung nicht beriick- —

sichtigt. Einzelne Stimulationswiederholungen sind Anhand

unterschiedlichen Linienbeschaffenheit gekennzeichnet. Das

Stimulationsartefakt ist ausgeschnitten, die vertikale Punk- _ I50pA
tierlinie zeigt den Startpunkt des bipolaren Spannungspulses 2ms

(0,4 ms) an.

7" Abfallzeitkonstante
2,2ms

3.2.3 Glutamatrezeptor 4 (GluR4)-Expression in GABAergen Neuronen, aber keine
GluR4-Expression in nicht-GABAergen Neuronen

Ausgehend aus den folgenden Tatsachen:

(a) Deutlich schnellere Abfallzeitkonstanten der mEPSCs und evozierten EPSCs der
meisten VGAT+ Neurone im Vergleich zu den VGAT- Neuronen,

(b) sowohl homo- als auch heteromere AMPA-Rezeptoren, die GluR4/,,-Untereinheit
beinhalten, weisen im Vergleich zu den anderen AMPA-Rezeptorisoformen die
schnellsten Aballzeitkonstanten auf (Abb. 4, (Mosbacher et al. 1994),

(c) ab der zweiten postnatalen Woche wird GluR2-Expression im CIC reduziert, die

GluR1-IR verschwindet beinahe vollstindig, wogegen die GluR4-Expression immer
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mehr zunimmt und GluR2/3-IR keinen grof3en Schwankungen wahrend der Entwick-
lung unterliegt (in Ratten) (Caicedo and Eybalin 1999)

wurde die Hypothese aufgestellt, dass schnelle EPSCs der VGAT+ Neuronen {iiber die
GluR4-UE beinhaltende Rezeptoren vermittelt werden. Um dies zu iiberpriifen, wurde an
einer adulten (P61) VGAT-ChR2-EYFP Linie 8 Maus eine anti-GluR4 und -MAP2 (Mikro-
tubuli-assoziiertes Protein 2) immunhistochemische Farbung durchgefiihrt. Dabei wurde es
sich zu Nutze gemacht, dass die inhibitorischen (VGAT+) Neurone dieses Mausmodells
EYFP exprimieren und somit auf den KLSM-Aufnahmen deutlich identifizierbar waren
(siehe Methodik, Seite 27).

Die GluR4-Immunreaktivitit im IC ist somatisch, wobei die Nuklei negativ fiir die IR sind
(Abb. 17, C). Uberlagerung des EYFP-Emissionssignals der VGAT+ Neurone und GluR4-
IR zeigt Kolokalisation beider Signale in den Neuronensomata (Abb. 17, A, C, D, Pfeile)
und deutet somit auf die Expression der GluR4-UE in inhibitorischen (VGAT+) Neuronen
hin. Uberlagerung der IR des neuronalen Markers MAP2 und EYFP-Signals lisst die
MAP2+/EYFP- (exzitatorische, VGAT-) Neuronensomata von den MAP2+/EYFP+
(VGATH, inhibitorischen) Neuronensomata deutlich unterscheiden (Abb. 17, A, B, Pfeile
vs. Sterne). Die VGAT- Neurone (MAP2+/EYFP-) weisen keine GluR4-Immunreaktivitat
auf (Abb. 17, D, E, Sterne). Die GluR4-positive Zellen sind auch fiir MAP2-positiv (Abb.
17, E), dies zeigt, dass die Neurone GluR4 exprimieren, Gliazellen hingegen nicht (Ceprian
and Fulton 2019). Die Resultate der IHC-Féarbung deuten darauf hin, dass GABAerge Neu-

rone im Gegensatz zu exzitatorischen Neuronen GluR4 exprimieren.

Vergleichbare Resultate konnten mittels einer weiteren IHC-Farbung mit einem anderen
GluR4-Antikorper (Millipore, AB1508, RRID: AB90711), mit GAD67- (Glutamat-Decar-
boxylase 67 kDa, Marker der GABAergen Neurone) und MAP2-Antikérper in dem Wildtyp
der VGAT-ChR2-EYFP Maus (ChR2-EYFP-negativ) erzielt werden (hier nicht gezeigt,
IHC-Férbung wurde von Dr. Julia Heyd konzipiert, durgefiihrt, analysiert und interpretiert
und auf der FENS-Konferenz, 2016, Kopenhagen, Poster D034 gezeigt). Demnach ist die
GluR4-Immunreaktivitit somatisch und die meisten GABAergen CIC-Neurone (GAD67+)
sind GluR4-positiv. GABAerge Neurone ohne GluR4-Expression (GAD67+/GluR4-) treten
duflerst selten auf. Die exzitatorische CIC-Neurone (GAD67-/MAP2+) sind ebenso selten
GluR4-positiv. Diese Resultate sind konsistent mit Ergebnissen der IHC-Féarbung der vor-
liegenden Arbeit und bestitigen die Hypothese, dass die EPSCs mit den schnellen Abfall-
zeitkonstanten in den GABAergen CIC-Neuronen iiber die GluR4-UE beinhaltende Rezep-
toren vermittelt werden konnen. Die exzitatorische Neuronen exprimieren keine GluR4-UE
beinhaltenden AMPA-Rezeptoren.
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Abb. 17. Immunreaktivitit (IR) des Glutamatrezeptors 4 (GluR4) und des Mikrotubuli-assoziierten
Proteins 2 (MAP2) im CIC einer P61 VGAT-ChR2-EYFP Linie 8 Maus (A-E). EYFP-
Emissionssignal ldsst die Somata und Neuropil der EYFP-positiven (VGAT+, GABAergen) Neurone
identifizieren (A, Pfeilkopfe). Die MAP2-IR in Kombination mit dem EYFP-Emissionssignal in (A)
lasst die Somata der EYFP-negativen (VGAT-, nicht-GABAergen) Neurone lokalisieren (B, Sterne).
Die GluR4-Immunreaktivitit ist {iberwiegend somatisch (C). Uberlagerung des EYFP- und GluR4-
Signals zeigt, dass die meisten EYFP-positiven Neurone eine deutliche GluR4-1R zeigen, wihrend
die EYFP -negativen Neurone (Sterne) nur vereinzelte Punkte der GluR4-IR aufweisen (D). Uberla-
gerung der MAP2- und GIuR4-IR zeigt, dass die GluR4-IR meistens in Neuronensomata vorkommt
(E). Alle Aufnahmen stellen eine einzelne und dieselbe optische Ebene dar. Die Messbalkenlénge
der Ubersichtsaufnahmen betriigt 50 um, in den durch die punktierten Rechtecke gekennzeichneten
VergroBerungen betréigt diese 20 um.

3.2.4 Latenzunterschiede der erregenden synaptischen Strome an LL-Eingiingen an

exzitatorischen und inhibitorischen CIC-Neuronen

Die EPSCs, die in den GABAergen und nicht-GABAergen CIC-Neuronen durch die mini-
male elektrische Stimulation des Lemniscus lateralis evoziert wurden, unterschieden in ihrer
Latenz. Die Mehrheit der VGAT+ Neurone zeigte bei jeder Stimulationswiederholung meh-
rere EPSCs, die mit unterschiedlichen und relativ langen (bis zu 10-15 ms) Latenz aufeinan-
der folgten (Abb. 18, A, B2). Die VGAT- Neurone wiesen im Gegensatz dazu iiberwiegend
einzelne EPSCs auf, die mit kurzer und bei jeder Stimuluswiederholung dhnlich langen La-
tenz auftraten (Abb. 18, A, B1). Eine erregende Verschaltung iiber mehrere Synapsen konnte
im Vergleich zu einer direkten Verschalung linger dauern und eine léngere Latenz der post-

synaptischen Stréme am Zielneuron zur Folge haben. Angesichts dieser Uberlegung, sowie
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der Tatsache, dass auf einer bestimmten Population GABAerger IC-Neurone bereits Ein-
ginge von glutamaterger Interneuronen nachgewiesen wurden (Ito and Oliver 2014, Ito et
al. 2015) stellt sich die Frage, ob die Stimulation des LL erregende feed-forward (engl.)
Verschaltung — iiber Interneurone — an GABAergen Neuronen aktivieren kdnnte? Um dieser
Frage nachzugehen wurden Median und Standardabweichung der EPSC-Zeitpunkte sowie
EPSC-Amplitude-Latenzmuster quantifiziert und zwischen den VGAT+ und VGAT- Neu-

ronen verglichen.

Wie es die EPSC-Rasterdiagramme von den VGAT+ und VGAT- Neuronen bereits andeu-
ten (Abb. 18, A), war der Median der EPSC-Latenz der VGAT+ Neurone signifikant grof3er
— fast doppelt so lang wie der der VGAT- Neurone (Abb. 18, C, Tab. 9). Die Standardab-
weichung der EPSC-Latenz war bei den VGAT+ Neuronen ebenso signifikant hoher als bei
den VGAT- Neuronen (Abb. 18, D, Tab. 9). Zusammenfassend rief die Stimulation des LLs
in VGAT+ Neuronen im Kontrast zu den VGAT- Neuronen EPSCs mit wesentlich ldngerer
und variablerer Latenz sowie ebenso variableren Stromamplitude (Abb. 15, F, Tab. 8) auf.
Interessanterweise zeigen 2 von 12 VGAT+ Neuronen (16%), die bereits in Zusammenhang
mit den VGAT- Neuronen dhnlich langsamen EPSC-Abfallzeitkonstanten erwahnt wurden
(Seite 62) ein besonderes EPSC-Latenzmuster. Dieses war dhnlich dem von der Mehrheit
der VGAT- Neuronen: kurze Median der Latenz (2,86 und 3,14 ms), niedriger Standardab-
weichung der Latenz (0,34 und 0,13 ms) (Abb. 16).

Zusammenfassend unterstiitzen Ergebnisse dieses Experiments die Annahme, dass die Erre-
gung aus dem LL bei den meisten VGAT+ Neuronen iiber eine feed-forward Verschaltung
wihrend bei den VGAT- Neuronen iiber eine direkte Verschaltung iibertragen werden

konnte, wobei einzelne VGAT+ und VGAT- Neurone von diesem Schema abweichen kon-

nen.
. VGAT+ VGAT .
Mittelwert + SEM n=12 n=34 Mann-Whitney-Test, p
Median der EPSC- 5.64+0.88 3.35+0,23 0,002; **
Latenz (ms)
Standardabweichung 1,8740,27 0,24+0,05 p<0,001; ***

der EPSC-Latenz (ms)

Tab. 9. Vergleich der GABAergen (VGAT+) und nicht-GABAergen (VGAT-) CIC-Neurone hin-
sichtlich der Latenz der exzitatorischen postsynaptischen Strome (EPSC), die durch die elektrische
Stimulation des LL evoziert wurden.
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Abb. 18. Vergleich der GABAergen (VGAT+) und nicht-GABAergen (VGAT-) Neurone im CIC
hinsichtlich der Latenz der exzitatorischen postsynaptischen Strome (EPSCs), die durch die elektri-
sche Stimulation des Lemniscus lateralis evoziert wurden. Rasterdiagramm (A) der EPSC-Latenz
von 12 VGAT+ (rot) und 34 VGAT- (schwarz) Neuronen. Nullwert der Latenz-Zeitachse reprasen-
tiert den Anfang des Stimulationsartefaktes. Uberlagerung dreier exemplarischer Current-Clamp
Aufzeichnungen (18 ms lang) der evozierten EPSCs von einem VGAT- (B:) und einem VGAT+ (B>)
Neuron. Einzelne Stimulationswiederholungen sind Anhand unterschiedlicher Linienbeschaffenheit
gekennzeichnet. Aufzeichnungen entsprechen den umrahmten Rasterplots in A. Dreieck zeigt das
Stimulationsartefakt an. Median der EPSC-Latenz (C) der VGAT+ Neurone ist signifikant langer als
die der VGAT- Neurone. Die Standardabweichung der EPSC-Latenz (D) der VGAT+ Neurone ist
wesentlich hoéher im Vergleich zu den VGAT- Neuronen. Balkendiagramme zeigen Mittelwert +
SEM, Mann-Whitney-Test (n: 12 VGAT+, 34 VGAT- p<0,01 **; p<0,001 ***).
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Die EPSC-Latenz-Unterschiede zwischen den VGAT+ und VGAT- Neuronen wurden mit
den minimalen Spannungspulsen gezeigt. Die Amplitude dieser Pulse lag in einem breiten
Spannungsintervall (18-70 V) und unterschied sich nicht signifikant zwischen beiden Neu-
ronengruppen (Abb. 15, B, Tab. 8). Dennoch bleibt es nicht ausgeschlossen, dass die Grofe
des Netzwerks, das durch die Stimulation des LL aktiviert wird, von der Stimulationsstarke
abhéngt. Es ist denkbar, dass bei VGAT+ Neuronen grofle Netzwerke (feed-forward Ver-
schaltung und als Folge lange EPSC-Latenz) schon bei der minimalen Stimulation des LL
aktiviert werden konnen, wéhrend bei den VGAT- Neuronen fiir den gleichen Effekt ledig-
lich eine Erhhung der Amplitude der Spannungspulse ausreichen wiirde. Um den alleinigen
Effekt der Stimulationsstirke auf die EPSC-Latenz bei den VGAT- Neuronen auszuschlie-
en, wurden die EPSC bei minimalen und maximalen Stimulationspannung aufgenommen.
Minimale Stimulationspannung wurde dabei wie im vorherigen Experiment definiert, die
maximale Stimulationsstdrke wurde als die Spannung deklariert, deren Erh6hung keine wei-
tere EPSC-Amplitudenveridnderung hervorruft. Erh6hung der minimalen Spannung bis zum
Maximum fiihrte zur Verkiirzung der Latenz in den VGAT- Neuronen (Abb. 19, A, Bi-2).
Der Median der EPSC-Latenz bei der minimalen Stimulation (3,53+0,40 ms) ist signifikant
langer als bei der maximalen Stimulation (3,184+0,44 ms, gepaarter t-Test, n=5, p=0,002).
Die Standardabweichung der Latenz bleibt von der Erh6hung der Stimulationsspannung un-
verdandert (Abb. 19, C, D) und betrigt bei der minimalen Stimulation 0,11+0,02 ms und bei
der Maximalen 0,10+£0,02 ms (gepaarter t-Test, n=5, p=0,531). Somit ruft die hohere als
minimale Stimulationsspannung im LL in VGAT- Neuronen kein EPSC-Latenzmuster her-
vor, das den VGAT+ Neuronen dhnlich wire (variable und relativ lange EPSC-Latenz) her-
vor. Es konnte somit nicht festgestellt werden, dass die Stimulation der aufsteigenden Bah-
nen des LL mit hohen Spannungen erweiterte neuronale Schaltkreise (z.B. feed-forward Sig-
nalweiterleitung) auf dem Weg zu VGAT-negativen CIC-Neuronen rekrutiert. Die 3-3,5 ms
lange Latenz der EPSC, die bei der maximalen Stimulation evoziert wurden, deutet auf die

direkte Innervation der VGAT- Neurone aus dem LL hin.
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Abb. 19. Vergleich exzitatorischer postsynaptischer Strome (EPSCs) in nicht-GABAergen (VGAT-)
CIC-Neuronen hinsichtlich deren Latenz bei minimaler und maximaler elektrischer Stimulation des
LL. Rasterdiagramm (A) zeigt die EPSC-Latenz von fiinf VGAT- Neuronen, die durch die minimale
(Min., blau) und maximale (Max., schwarz) Stimulationsspannung evoziert wurden (13-40 Wieder-
holungen). Nullwert der Latenz-Zeitachse entspricht dem Anfang des Stimulationsartefaktes.
Exemplarische Membranstrom-Aufzeichnungen (20 ms) von jeweils drei Stimulationswiederholun-
gen bei der minimalen (B, blau) (erste EPSC, eine Stimulationswiederholung ruft kein EPSC auf)
und der maximalen (B,, schwarz) Stimulationsspannung (EPSC-Amplitude beliebt unverdndert bei
starkerer Stimulation). B; und B, reprédsentieren die umrahmten Rasterdiagramme in A. Dreiecke in
Bi.2 zeigen den Anfang des Stimulationsartefaktes an. Median der EPSC-Latenz (C) ist bei der ma-
ximalen Stimulationsspannung signifikant kiirzer als bei der minimalen Stimulation. Standardabwei-
chung der EPSC-Latenz (D) ist bei den beiden Stimulationsmodi dhnlich. Balkendiagramme zeigen
Mittelwert = SEM. Gepaarter t-Test, n=5, p<0,01 **. Daten sind normalverteilt und verfiigen {iber
die gleiche Varianz.
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Die VGAT+ Neurone zeigen einen wesentlich hoheren Variationskoeffizient der Amplitude
der evozierten EPSCs (>>0,5; Abb. 15, F) sowie signifikant hohere Standardabweichung der
EPSC-Latenz (Abb. 18, B) als die VGAT- Neurone. Deswegen wurde die Verdnderung der
EPSC-Amplitude und -H&ufigkeit in Abhéngigkeit von der Latenz genauer untersucht. Dafiir
wurden die EPSC-Amplitude sowie -Héufigkeit (engl. post stimulus time histogram, PSTH)
vs. EPSC-Latenz fiir jedes einzelne Neuron (34 VGAT- und 12 VGAT+ Neurone) aufgetra-
gen (Abb. 20, A, B) und anschlieBend fiir VGAT+ und VGAT- Neuronengruppe iiber die
Latenzklassen (0,2 ms) gemittelt (Abb. 20, C) (siche Methodik, Seite 39). Die normierten
PSTH (Abb. 20, A) zeigen, dass die EPSCs in VGAT- Neuronen am héiufigsten im Zeitfens-
ter von 2-4 ms nach der Stimulation auftreten, wihrend bei den meisten VGAT+ Neuronen
die EPSCs sowohl 2-4 ms als auch dariiber hinaus: 4-8 ms nach der Stimulation sehr hiufig
detektiert werden. Die zeitliche Verteilung der EPSC-Amplitude (EPSC-Amplitude vs.
EPSC-Latenz) ist in Abb. 20, B dargestellt. Die meisten VGAT- Neurone zeigten die héchs-
ten EPSC-Amplituden binnen 2-4 ms nach der Stimulation. Die VGAT+ Neurone zeigen
dagegen die hochsten EPSC-Amplituden sowohl 2-4 ms als auch im Zeitfenster 4-9 ms nach
der Stimulation aufweisen. Somit sind die EPSC-Amplitude- und EPSC-
Haufigkeitsverteilungen entlang der Latenzzeitachse sehr dhnlich fiir die jeweilige Neuro-
nengruppe. Dies bestétigen die Histogramme fiir EPSC-Amplitude- und EPSC-Héaufigkeit,
die fiir jeweilige Neuronengruppe und iiber die jeweilige Latenzzeitklasse gemittelt wurden
(Abb. 20, C). Die VGAT- Neurone zeigen am hdufigsten EPSC mit hochsten Stromamplitu-
den 2-4 ms nach der Stimulation. Im Kontrast dazu weisen die VGAT+ Neurone die meisten
EPSC mit hochsten Stromamplituden bei ca. 2,2 ms und bei ca. 4,5 ms nach der Stimulation

auf.

Zusammenfassend deuteten die Histogramme, darauf hin, dass die meisten erregenden CIC-
Neurone starke und/oder synchrone exzitatorische Eingénge aus dem LL mit einer kurzen
Latenz, vermutlich direkt verschaltet erhalten. Die VGAT+ Neurone erhalten stattdessen
starke und/oder synchrone erregende Eingédnge sowohl mit ca. 2,2 ms als auch mit etwa
doppelt so langer Latenz von ca. 4,5 ms. Dies deutet darauf, dass die GABAerge CIC-
Neurone sowohl indirekte (feed-forward, tiber Interneurone) als auch/oder direkte erregende

Eingéinge aus dem LL erhalten konnten.
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Abb. 20. Vergleich der GABAergen (VGAT+) und nicht-GABAergen (VGAT-) CIC-Neurone hin-
sichtlich Haufigkeit, Amplitude und Latenz der EPSCs, die durch die elektrische Stimulation des LL
evoziert wurden. Normierte post stimulus time histogram (PSTH) von 34 VGAT- und 12 VGAT+
Neuronen (A, Farbcode: EPSC-Haufigkeit) zeigen, dass bei den VGAT- Neuronen die EPSCs am
hiufigsten im Zeitfenster von 2-4 ms nach der Stimulation auftreten. Bei den VGAT+ Neuronen
werden die EPSCs hiufig sowohl wihrend des 2-4 ms Zeitfensters als auch dariiber hinaus detektiert.
Normierte EPSC-Amplitude vs. EPSC-Latenz fiir die gleichen Neuronen wie in A (B, Farbcode:
EPSC-Amplitude). Bei den meisten VGAT- Neuronen sind die EPSCs mit hochsten Stromamplitu-
den wihrend des Zeitfensters von 2-4 ms nach der Stimulation detektierbar. Bei den VGAT+ Neu-
ronen treten die EPSCs mit der hochsten Amplitude sowohl 2-4 ms nach der Stimulation als auch
dariiber hinaus auf. Gegeniiberstellung der mittleren EPSC-Héaufigkeit (aus A) und mittleren EPSC-
Amplitude (aus B) entlang der Latenz-Zeitachse (C). Diagramme stellen Mittelwert von jedem
EPSC-Parameter iiber jeweilige Latenzzeitklasse. Bei den VGAT- Neuronen treten die EPSCs am
héufigsten und mit hochsten Stromamplituden wahrend der 2-4 ms nach der Stimulation auf. Bei den
VGAT+ Neuronen erreicht die EPSC-Héaufigkeit und EPSC-Amplitude zwei Maxima: bei ca. 2,2
ms und 4,5 ms nach der Stimulation. Neurone in A und B wurden entsprechend ihrer kiirzesten La-
tenz absteigend angeordnet. Das Latenzklassenbreite in A, B und C betrdgt 0,2 ms. Nullwert der
Zeitachse aller Histogramme stellt den Anfangszeitpunkt der Stimulation dar. Genaue Kalkulations-
beschreibung entnehme der Methodik (Seite 39).
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3.2.5 Stimulation der Axone in LL evozierte in inhibitorischen CIC-Neuronen Aktions-

potentiale mit einer lingeren Latenz als in exzitatorischen Neuronen

Die Latenzmessungen der EPSCs (Seite 67) deuteten auf eine unterschiedliche Verschaltung
der erregenden Eingénge aus dem LL an den GABAergen und glutamatergen CIC Neuronen
hin. Um diese Annahmen zu bekriftigen, wurden mit einer dem EPSC-Experiment dhnlichen
Aufbau (Seite 37, Abb. 15, A), Aktionspotentiale in CIC-Neuronen evoziert und anschlie-
Bend die AP-Latenz zwischen den GABAergen und glutamatergen Neuronen vergleichen.
Die Spannung der Stimulationspulse wurde dabei als minimale Stimulation plus 20 V fest-
gelegt. Die minimale Stimulationspannung entsprach dabei der Spannung, bei der die APs
erstmals auftraten. Es wurde fiir eine hohere als minimale Spannung entschieden um im Fall
der feed-forward Signalweiterleitung diese zu aktivieren. Die mittlere Spannungsstéirke war
zwischen den beiden Neuronengruppen nicht signifikant unterschiedlich (VGAT- Neurone:
5745 V (n=13); VGAT+ Neurone: 67+4 V (n=11), Mittelwert + SEM, Mann-Whitney Test,
p=0,209). Die Aktivierung der GABAAa- und Glycinrezeptor vermittelten Inhibition wurde
mit SR-95531 (Gabazin) bzw. Strychnin Hydrochlorid unterbunden (siche Methodik, Seite
37).

Bei den meisten VGAT- Neuronen (11 von 13) traten APs bei jeder Stimuluswiederholung
mit relativ gleicher Latenz auf (Abb. 21, A, B1). Bei den meisten VGAT+ Neuronen (10 von
11) war die AP-Latenz stattdessen lédnger, auerdem variierte sie zwischen den einzelnen
Stimuluswiederholungen stark (Abb. 21, A, B2). Es wurde keine Spontanaktivitét in beiden
Neuronengruppen detektiert. Bei allen VGAT- Neuronen rief jede Stimulationswiederho-
lung nur ein AP auf. Bei einigen VGAT+ Neuronen (4 von 11) rief die Stimulation des LL
sowohl einzelne AP als auch AP-Salven (bis zu 4 APs) hervor. Bei der Auswertung der
Mediane sowie der Standardabweichungen der AP-Zeitpunkten wurden alle APs beriick-
sichtigt, da die APs in der AP-Salve von mehreren vorgeschalteten Neuronen ausgeldst sein
konnten. Um die Latenz der AP-Zeitpunkte via PSTH zu charakterisieren (siche Methodik)
wurden die APs berticksichtigt, die bei jeder Stimulationswiederholung am friihesten auftra-
ten.

Die gemittelten liber alle VGAT+ und VGAT- Neurone normierten PSTH (Abb. 21, C) zei-
gen, dass die VGAT- Neurone iiberwiegend kurze AP-Latenz (4-5 ms) aufweisen, wihrend
die VGAT+ Neurone fast doppelt so lange AP-Zeitpunkte im Zeitfenster 6-10 ms hervor-
bringen. Die Quantifizierung aller AP-Zeitpunkten (inklusive AP-Salven) bestédrkt diese
Aussage der PSTH. So war die mittlere AP-Latenz bei den VGAT+ Neuronen signifikant
langer und bei 8,2 ms fast doppelt so lang wie bei den VGAT- Neuronen (4,9 ms) (Abb. 21,
D, Tab. 10). Auch die mittlere Standardabweichung der AP-Zeitpunkte ist bei den VGAT+
Neuronen signifikant groBBer (fast bei 2 ms) im Vergleich zu den VGAT- Neuronen (0,6 ms)
(Abb. 21, E, Tab. 10). Interessanterweise zeigte eines von 11 VGAT+ Neuronen eine kurze
— mit VGAT-Neuronen vergleichbare — AP-Latenz (Abb. 21, A, VGAT+ Neuron Nr. 11,
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Median der Latenz: 3,5 ms). Sowie vice versa zwei von 13 VGAT- Neuronen (Abb. 21, A,

VGAT- Neuronen Nr. 1 und 2;) weisen einen relativ langen Median der AP-Latenz (7-9 ms)

auf.
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Abb. 21. Vergleich der GABAergen (VGAT+) und nicht-GABAergen (VGAT-) CIC-Neurone hin-
sichtlich der Zeitpunkte der Aktionspotentiale, die mittels elektrischer Stimulation des LL in diesen
Neuronen evoziert wurden. Rasterdiagramme der Zeitpunkte der Aktionspotentiale (A) fiir 13
VGAT- (schwarz) und 11 VGAT+ (rot) Neurone. Nullwert der Zeitachse reprasentiert den Anfangs-
zeitpunkt der 0,4 ms-langen Stimulation. Sieben exemplarische Current-Clamp Aufzeichnungen (14
ms lang) von einem VGAT- (B:) und einem VGAT+ (B;) Neuron entsprechen den umrahmten Ras-
terplots in A. Dreieck zeigt das Stimulationsartefakt an. Das mittlere normierte post stimulus time
histogram (PSTH, siehe Methodik) reprasentiert die Latenz des ersten AP fir VGAT+ und VGAT-
Neurone (C), Latenz-KlassengréBe: 0,6 ms. Median der AP-Zeitpunkte (D) ist bei den VGAT+ Neu-
ronen signifikant ldnger als bei den VGAT- Neuronen. Standardabweichung der AP-Zeitpunkte (E)
ist signifikant hoher bei den VGAT+ Neuronen im Vergleich zu den VGAT- Neuronen. Balkendia-
gramme zeigen Mittelwert £ SEM. Mann-Whitney-Test (n: 11 VGAT+, 13 VGAT-, * p<0,05; **
p<0,01).

Zusammenfassend sind die Latenzmessungen der in CIC-Neuronen evozierten AP konsis-
tent mit den Messungen der Latenz der evozierten EPSCs. In beiden Experimenten ist die
AP- oder EPSC-Latenz der meisten VGAT+ Neuronen fast doppelt so lang und insgesamt
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deutlich variabler als bei den VGAT- Neuronen. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypo-
these, dass die meisten VGAT+ Neuronen wahrscheinlich iiber feed-forward Verschaltun-
gen — liber mehr als eine Synapse via LL angeregt werden. Bei den meisten VGAT- Neuro-

nen ist stattdessen eine direkte Erregung zu vermuten.

VGAT+ VGAT

Mittelwert + SEM n=11 n=13 Mann-Whitney-Test, p
Median der AP- .
Zeitpunkte (ms) 8,18+0,86 4,90+0,44 0,0039;

Standardabweichung 1,9140,67 0,58+0,16 0,0352; *

der AP-Zeitpunkte (ms)

Tab. 10. Vergleich der GABAergen (VGAT+) und nicht-GABAergen (VGAT-) CIC-Neurone hin-
sichtlich der Zeitpunkte der Aktionspotentiale, die mittels elektrischer Stimulation des LL evoziert
wurden.

3.2.6 Mehr als zwei Drittel der VGAT-positiven Neurone erhalten somatische Eingiinge,

die den vesikuliren Glutamattransporter 2 (VGIluT2) exprimieren

Messungen der Latenz der EPSCs und APs, die in CIC-Neuronen via Stimulation der Axone
des LL evoziert wurden, sowie die hohe Variation der Amplitude dieser EPSCs lassen ver-
muten, dass viele GABAerge CIC-Neurone {iber polysynaptische erregende Eingédnge ver-
fiigen und Erregung aus dem LL iiber lokale IC-Interneurone (feed-forward) erhalten. Er-
kenntnisse iiber eine bestimmte Klasse der GABAergen IC-Neurone unterstiitzt indirekt
diese Funde. Die so genannten grolen GABAergen Neurone (engl. large GABAergic neu-
rons, LG-Neurone, Somadurchmesser > 16,5 um, Ito et al. 2009) zeigen viele perisomatische
Eingénge, die flir den vesikuldren Glutamattransporter 2 (VGIuT2) positiv sind (Ito et al.
2009, 2015, Geis and Borst 2013, Ito and Oliver 2014). Diese Eingidnge stammen unter an-
derem von den zahlreichen lokalen IC-Neuronen (Ito and Oliver 2014). Um zu priifen, ob es
sich bei den VGAT+ CIC-Neuronen, die lange Latenz der evozierten EPSCs und APs zeig-
ten um die groBen GABAergen Neurone mit somatischen VGIluT2-positiven Eingidngen

(LG-Neurone) handeln konnte, wurden die folgenden zwei Experimente durchgefiihrt.

Beim ersten Experiment wurde anhand einer VGluT2-MAP2-immunohistochemischen Far-
bung in PFA-fixierten Gehirnschnitten der VGAT-ChR2-EYFP Maus Expression von
VGIuT?2 in somatischen Eingdngen an den GABAergen (VGAT+, EYFP+) CIC-Neuronen
quantifiziert und mit dem Somadurchmesser dieser Neurone verglichen. Beim zweiten Ex-
periment wurde iiberpriift, ob die Eigenschaften der EPSCs, die in CIC-Neuronen iiber LL-
Stimulation evoziert wurden mit der Expression von VGIuT2 in somatischen Synapsen an
diesen Neuronen korrelieren. Diesem Experiment ist das nidchste Kapitel gewidmet (Seite
78).
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Abb. 22. Immunreaktivitit (IR) des vesikuldren Glutamattransporters 2 (VGIuT2) und des Mikro-
tubuli-assoziierten Protein 2 (MAP2) im CIC der P28 VGAT-ChR2-EYFP Linie 8§ Maus (A-E). GA-
BAerge (VGAT+) Neurone exprimieren EYFP (A, griin, Pfeilkdpfe und Sterne), nicht-GABAerge
Neurone (VGAT-) sind EYFP-negativ (A, Minus und Plus). Die Kombination der somatischen
MAP2-IR (B, blau) mit dem EYFP-Emissionssignal (A) erlaubt die nicht-GABAergen (EYFP-) Neu-
rone zu identifizieren (D, MAP2+, EYFP-, Minus und Plus). VGIuT2-IR (C, Magenta) visualisiert
glutamaterge Eingénge im Neuropil sowie viele somatische Eingidnge an EYFP+ Neuronen (D, Pfeil-
kopfe). GABAerge Neurone (EYFP+, Pfeilkopfe, D) mit VGIuT2-positiven somatischen Eingédngen
(VGIuT2+) und ohne diesen bzw. mit vereinzelten VGluT2-positieven Eingidngen (EYFP+, D
Sterne). Nicht-GABAerge Neurone (EYFP-, MAP2+, E) zeigen iiberwiegend keine somatische
VGIuT2-positive Eingénge (E, Minus, Plus). Somadurchmesser und Anzahl der GABAergen Neu-
rone (VGAT+) mit somatischen VGIluT2-positiven Eingidngen (VGAT+, VGIluT2+) und GABAer-
gen Neurone ohne diese Eingidnge (VGAT+, VGIuT2-) (F-I). VGAT+, VGIuT2+ Neurone betragen
ca. zwei Drittel aller VGAT+ Neurone (F). VGATH, VGIuT2- Neurone (n=26) zeigen einen signifi-
kant kleineren Somadurchmesser auf, als die VGAT+, VGIuT2+ Neurone (n=56) (G), Mann Whit-
ney Test, p<0,0001. Haufigkeitshistogramm der Somadurchmesser der VGAT+ Neurone mit und
ohne VGluT2-positive somatische Eingénge (H), Klassengrofe: 0,6 pm. VGAT+ Neurone mit So-
madurchmesser >17 pm weisen zu 92% VGIluT2-positive somatische Eingénge auf (37 von 40 Neu-
ronen). Kleinere VGAT+ Neurone (0 <17 um) zeigen zu ungeféhr gleichen Anteilen diese Eingéinge
(19 VGAT+, VGIuT2- vs. 23 VGAT+ VGluT2+) (I). Daten sind als Mittelwert = SEM dargestellt.
Alle KLSM-Aufnahmen stellen eine einzelne und dieselbe optische Ebene dar. Messbalkenldnge in
A-E betrigt 20 pm.
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IHC-Farbungen gegen VGIuT2 und MAP2, wurden in zwei P28 VGAT-ChR2-EYFP Linie
8 Miusen durgefiihrt (Abb. 22, A-E). Die VGluT2-Immunreaktivitdt visualisiert sowohl ein-
zelne glutamaterge Eingéinge im Neuropil als auch zahlreiche somatische VGluT2-positive
Eingiinge an vielen Neuronen (Abb. 22, C, Pfeilkdpfe, Plus). Uberlagerung der Aufnahmen
der EYFP-Emission- und VGluT2-Immunreaktivitit (Abb. 22, A, C und D) zeigt GABAerge
Neurone (EYFP+) mit (Abb. 22, D, Pfeilkopfe) und ohne somatische VGluT2-positive Ein-
ginge (Abb. 22, D, Sterne). Die somatische MAP2-Immunreaktivitét (Abb. 22, B) in Kom-
bination mit dem EYFP-Emissionssignal (Abb. 22, A) ldsst die nicht-GABAergen (EYFP-)
Neurone identifizieren (Abb. 22, D, Minus und Plus). Uberlagerung der Aufnahmen der
MAP2- und VGluT2-Immunreaktivitdt zeigt, dass nicht-GABAerge Neurone mit und ohne
VGluT2-positive somatische Eingénge vorkommen (Abb. 22, E, Minus, Plus).

Der Somadurchmesser und die Anwesenheit somatischer VGluT2-positiver Eingdnge wurde
fiir die GABAergen (EYFP+, VGAT+) CIC-Neurone ausgewertet. Mehr als zwei Drittel der
VGAT+ Neurone wiesen somatische VGluT2-positive Eingdnge (VGAT+, VGIuT2+) auf
(Abb. 22, F, n=82). Die meisten VGAT+, VGIuT2- Neurone wiesen Somadurchmesser auf,
die im Bereich 14-16 um lag. Die meisten VGAT+/VGIuT2+ Neurone wiesen stattdessen
Somadurchmesser im Bereich von 16-22 pm auf (Abb. 22, H). Der mittlere Somadurchmes-
ser der VGAT+, VGluT2+ Neurone (19,1+0,4 um; n=26) war signifikant groBer als der
VGAT+, VGIuT2- Neurone (15,4+0,3 pm; n=56; Mann Whitney Test, p<0,0001) (Abb. 22,
G). Mehrheit der VGAT+ Neurone mit Somadurchmesser >17 pm (92%, 37 von 40 Neu-
rone) zeigten somatische VGluT2-positive Eingénge (Abb. 22, I). Die VGAT+ Neurone mit
Somadurchmesser <17 um zeigten stattdessen zu ungefdhr gleichen Anteilen die somati-
schen VGluT2-positiven Eingénge (19 VGAT+, VGIuT2- vs. 23 VGAT+, VGIuT2- Neu-
rone) (Abb. 22, I). Somit stehen Somadurchmesser der GABAergen CIC-Neurone und
VGIluT2-Expression in somatischen Eingidngen an diesen Neuronen in VGAT-ChR2-EYFP
Linie 8 Mausen in dhnlicher Korrelation, wie zuvor bei Ratten beschrieben (Ito et al. 2009,
Ito and Oliver 2012).

3.2.7 GABAerge Neurone: Schnelle erregende Einginge mit langer Latenz korrelieren

mit der VGluT2-Expression in perisomatischen Synapsen

In dem folgenden Experiment wurde untersucht, ob die GABAergen CIC-Neurone, die evo-
zierte EPSCs mit langer Latenz, variablen Stromamplituden und schnellen Aballzeitkonstan-
ten aufweisen, somatische VGluT2-positiven Eingidnge erhalten. Dafiir wurde, dhnlich zu
den vorherigen Experimenten (Seite 62, 67, 37) Fasern des LL elektrisch stimuliert (Abb.
15, A) und EPSCs in CIC-Neuronen aufgenommen Um das Aktivieren der mdglichst grof3en
IC-Netzwerken zu erzielen wurde die Stimulationsstirke auf 20 V iiber die minimale Stimu-
lation festgelegt. Die EPSCs wurden pharmakologisch, identisch zu vorherigen (EPSC) Ex-

perimenten, isoliert. Wahrend der elektrophysiologischen Ableitung wurden Neurone mit
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dem Frabstoff Lucifer Yellow (LY), der in der Elektrodenlosung enthalten war, gefiillt. Da-
nach wurden die Gehirnschnitte in PFA-Losung fixiert und darauthin immunhistochemisch
gegen VGIuT2 gefirbt. AnschlieBend wurden EPSC-Eigenschaften der GABAergen
(VGAT+/ EYFP+) und nicht-GABAergen (VGAT-/ EYFP-) Neurone mit der VGluT2-Ex-
pression in somatischen Eingidngen und dem Somadurchmesser korreliert. Die Verifikation
der VGAT+/VGAT- Neurone erfolgte dabei doppelt: erstens durch Aktivierung von ChR2
wihrend der elektrophysiologischen Experimente und zweitens visuell anhand der EYFP-
Emission an fixierten Schnitten.

Alle 14 mit LY (Abb. 23, A», blau) gefiillten, nicht-GABAergen Neurone (VGAT-/ EYFP-
Abb. 23, Aj, griin) zeigten entweder keine oder nur wenige einzelne VGIluT2-positive Ein-
ginge am Soma (Abb. 23, As.4, Pfeilkopfe). Von insgesamt 6 mit LY (Abb. 23, B, blau)
gefiillten GABAergen Neuronen (VGAT+/ EYFP+, Abb. 23, By, griin) wurden 5 von vielen
somatischen VGIuT2-Eingidngen umgeben (Abb. 23, Asz.4, Pfeilkopfe). Ein VGAT+ Neuron
(Abb. 24., A, griin) wies nur einzelne VGluT2-positive Eingdnge an dem Soma und Dend-
riten, dhnlich zu den VGAT- Neuronen auf (Abb. 24., B-D, Pfeilkopfe).

Nicht-GABAerge Neurone ohne perisomatische VGIuT2-Einginge (n=14, VGAT-
/VGIuT2-) (Abb. 23, As) zeigten im Vergleich zu GABAergen Neuronen mit perisomati-
schen VGIuT2-Eingéngen (n=5, VGAT+/VGIuT2+) (Abb. 23, Bs) deutliche Unterschiede
in Kinetik, Latenz und Variationskoeffizient der Amplitude der evozierten EPSCs. Die Ab-
fallzeitkonstanten der EPSCs der VGAT+/VGIuT2+ Neurone waren signifikant schneller
(=<1 ms) als die der VGAT-/VGIuT2- Neurone (Abb. 23, C, Tab. 11). Die EPSC-
Amplituden unterschieden sich nicht zwischen den beiden Neuronengruppen (Abb. 23, D,
Tab. 11). Die Stimulationsspannung war ebenfalls nicht unterschiedlich (p=0,48; ungepaar-
ter T-Test, Daten sind nicht gezeigt). Der Variationskoeftizient der Amplitude war allerdings
deutlich hoher bei VGAT+/VGIuT2+ Neuronen (>0,5) im Vergleich zu VGAT-/VGIuT2-
Neuronen (<0,3) (Abb. 23, E, Tab. 11). Der Median der EPSC-Latenz war mehr als doppelt
so hoch bei den VGAT+/VGIuT2+ Neuronen (>6 ms) im Vergleich zu den meisten VGAT-
/VGIuT2- Neuronen (Abb. 23, F, Tab. 11). Die Standardabweichung der EPSC-Latenz mit
10 ms war ebenso wesentlich hoher bei den GABAergen Neuronen ohne VGIluT2-Eingédnge
im Vergleich zu den VGAT-/VGIuT2- Neuronen (Abb. 23, G, Tab. 11). VGAT+/VGIuT2+
Neurone zeigten variable Somadurchmesser:13-22 pm. Neuronensomata der VGAT-
/VGIuT2- Neurone waren fast alle kleiner als 17 pm im Durchmesser (Abb. 23, H, Tab. 11).

Somit ergaben sich Unterschiede in Kinetik, Latenz und Variationskoeffizienten der
Stromamplitude der glutamatergen synaptischen Ubertragung zwischen den meisten
VGAT+/VGIuT2+ und VGAT-/VGIuT2- Neuronen, die dhnlich ausfallen, wie in den vor-
herigen Experimenten (Seite 62, 67) (vgl. Abb. 15, D, E, F und Abb. 18, C, D).
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Abb. 23. Vergleich der EPSC-Eigenschaften der GABAergen Neurone (VGAT+) mit
perisomatischen, den vesikuldren Glutamattransporters 2 expriemierenden Eingéngen (VGluT2+)
und der nicht-GABAergen (VGAT-) Neurone ohne diese Eingdnge (VGIuT2-) im CIC der VGAT-
ChR2-EYFP Linie 8 Maus. EPSCs wurden durch Stimulation des LL evoziert. Exemplarische
Beispiele der VGAT- (A, EYFP-) und VGAT+ (B, griin, EYFP+) Neurone, die mit Lucifer Yellow
gefiillt wurden (A», B,, blau, LY) und anschliefend immunhistochemisch gegen VGIuT2 gefarbt
wurden (As., Bi, rot). Uberlagerung des LY-Signals und VGIuT2-IR fiir das VGAT- Neuron (A1,
EYFP-) zeigt nur einzelne perisomatische VGluT2-positive Eingénge (As.4, Pfeilkopfe, VGIuT2-),
wiahrend das VGAT+ Neuron (B;, EYFP+) zahlreiche VGIuT2-positive perisomatische Eingénge
erhélt (Bs.4, Pfeilkopfe, VGluT2+). Exemplarische Voltage-Clamp Aufzeichnungen (jeweils 2-3) der
EPSCs, die in Neuronen A und B evoziert wurden (As, Bs,). Die evozierten EPSCs der
VGAT+/VGluT2+ Neurone (Bs) zeigen im Vergleich zu VGAT-/VGIuT2- Neuronen (As)
signifikant schnellere EPSC-Abfallzeitkonstante (C), keine Unterschiede in der Hohe der
Stromamplitude (D), einen héheren Variationskoeffizienten der Stromamplitude (E), einen lingeren
Median der EPSC-Latenz (F) und deutlich hohere Standardabweichung der EPSC-Latenz (G). Der
Somadurchmesser der VGAT+/VGIuT2+ Neurone ist variabel jedoch nicht signifikant
unterschiedlich von denen der nicht-GABAergen Neurone (H). Dreiecke in As und Bs zeigen die
Stimulationsartefakte an. Alle KLSM-Aufnahmen stellen eine einzelne und dieselbe optische Ebene
dar. Messbalkenlénge in Aj4und B4 betrigt 10 pum. Balkendiagramme zeigen Mittelwert = SEM.
T-Test und Mann-Whitney-Test (n: 5 VGAT+, 14 VGAT-, p<0,05 *, p<0,001 ***),
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Eines der insgesamt 6 mit LY -gefiillten inhibitorischen Neurone (17%) besal} dhnlich zu den
exzitatorischen Neuronen, keine VGluT2-positive somatische Eingidnge (Abb. 24., B-D) und
zudem auch eine langsame EPSC-Kinetik (Abfallzeitkonstante 1,78 ms), eine relativ kurze
EPSC-Latenz (Median: 6,28 ms), eine niedrige Standardabweichung der EPSC-Latenz (0,18
ms) und niedrige Variation der EPSC-Amplitude (0,14) (vgl. Tab. 11). Somit teilte dieses
Neuron die Eigenschaften der meisten VGAT-/VGIuT2- Neuronen. Interessanterweise wur-
den in dem vorherigen Experiment (Seite 62, 67) auch zwei GABAerge Neurone (16%) mit
ahnlich langsamer EPSC-Kinetik, relativ kurzem Median der EPSC-Latenz und wenig vari-
ablen EPSC-Amplituden bereits beschrieben (Abb. 16). Somit treten diese einzelnen GA-
BAergen Neurone in beiden Experimenten konsistent auf.
VGAT+H, VGAT-,

Mittelwert £ SEM VGluT2+ VGIuT2-
n=5 n=14

VGAT+, VGluT2+ vs.
VGAT-, VGluT2-

Abfallzeitkonstante der e
EPSC (ms) 0,46+0,08  2,81+0,34 T-Test, p<0,0001;

EPSC-Amplitude (pA) 264,7£57  203,9+49,5 Mann-Whitney-Test, p=0,256; ns

Variationskoeffizient der - . Rk
EPSC-Amplitude 0,54+0,08  0,22+0,04 T-Test, p=0,0005;
Median del('n];]sl;SC-LatenZ 16,51+6,11  6,08+1,09 Mann-Whitney-Test, p=0,0134; *
Mann-Whitney-Test,
p=0,0007; ***

Standardabweichung der

EPSC-Latenz (ms) 10,71+4,14  1,05+0,39

Somadurchmesser (um) 18,6+£2,2 14,3+0,9 Mann-Whitney-Test, p=0,087; ns

Tab. 11. Vergleich der GABAergen (VGAT+) CIC-Neurone mit perisomatischen VGluT2-positiven
Eingéingen (VGIuT2+) mit den nicht-GABAergen Neuronen (VGAT-) ohne diese Eingénge
(VGIuT2-) hinsichtlich der Somadurchmesser sowie Eigenschaften der exzitatorischen postsynapti-
schen Stréme (EPSC), die durch die elektrische Stimulation des LL evoziert wurden.

Zusammenfassend sind die Ergebnisse des Experiments mit LY -gefiillten Neuronen konsis-
tent mit der immunhistochemischen MAP2/VGIuT2-Féarbung, denn die Mehrheit der GA-
BAergen Neurone wiesen viele VGluT2-positive somatische Eingédnge auf (68%, Seite 76).
Diese Ergebnisse stehen auch im Einklang mit den Studien an den Ratten, wo ca. 50% bzw.
von Autoren berichtigt: 73% (Ito et al. 2009, Ito and Oliver 2012)) aller GABAergen Neu-
rone im CIC diese Einginge zeigen. Resultate der o.g. Experimente und Literaturdaten las-
sen vermuten, dass viele GABAergen Neurone, die in restlichen Experimenten der vorlie-
genden Arbeit beschrieben wurden (Seite 59, 62, 67 und 74), ebenso von den VGIuT2-posi-
tiven perisomatischen Synapsen umgeben sind. Die GABAergen Neurone ohne o.g. Synap-

sen sollten eine in der Stichprobe wenig vertrete Neuronenpopulation sein. Denn wenn die
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GABAerge Neurone ca. 20-30% aller Neuronen im CIC betragen (Malmierca et al. 2005,
Beebe et al. 2016) und nur 32% (Resultate Quantifizierung der MAP2/VGIuT2-1R) von die-
sen Neuronen keine VGluT2-positiven perisomatischen Synapsen aufweisen, ldsst sich be-

rechnen, dass diese Gruppe nur ca. 10% (von allen CIC-Neuronen) betrigt.

E
~ VGAT+, VGIuT2-

—1100 pA
10 ms

Abb. 24. Einzelnes mit Lucifer Yellow (B, blau) gefiilltes GABAerges Neuron (A, griin, EYFP) im
CIC der VGAT-ChR2-EYFP Linie 8 Maus, das keine perisomatische vesikulérer Glutamattranspor-
ter 2 positiven Eingdnge (VGIuT2, C, D rot) aufweist (1 von 6). Uberlagerung der LY -Farbung und
der anti-VGIluT2-Immunreaktivitit in D zeigt nur einzelne wenige perisomatische VGluT2-positive
Eingénge (Pfeilkopfe). Drei exemplarischen Voltage-Clamp Aufzeichnungen der EPSCs, die durch
die Stimulation des Lemniscus lateralis in diesem Neuron (A-D) evoziert wurden (E). Die evozierten
EPSCs in E weisen eine lingere EPSC-Abfallzeitkonstante (1,78 ms), einen kiirzeren Median der
EPSC-Latenz (6,28 ms), eine niedrigere Standardabweichung der EPSC-Latenz (0,18 ms) und einen
niedrigeren Variationskoeffizient der Stromamplitude (0,14) im Vergleich zu den VGAT+/VGIuT2+
Neuronen auf (vgl. Tab. 11). Der Somadurchmesser betrdgt 18,8 um. Das Dreieck in E zeigt das
Stimulationsartefakt an. Alle KLSM-Aufnahmen stellen eine einzelne und derselbe optische Ebene
dar. Messbalkenldnge in A-D betrigt 10 pm.

Des Weiteren zeigten viele mit LY-gefiillten VGAT+/VGIluT2+ Neurone relativ grofle So-
madurchmesser (> 17 um), es ldsst sich vermuten, dass diese den bereits beschriebenen gro-
Ben GABAergen IC-Neuronen (LG-Neuronen), die viele somatische VGluT2-positive Ein-
ginge aufweisen angehoren konnen (Ito et al. 2009, 2015, Ito and Oliver 2014). Wobei auch
einige wenige (n=2) Neuronen mit Somadurchmesser 13-14 pum — kleiner als bei LG-

Neuronen (16,5 um) detektiert wurden.

Die relativ lange Latenz der evozierten EPSCs (>16 ms), die bei den meisten
VGAT+/VGIuT2+ Neuronen nachgewiesen wurde, deutet auf eine indirekte Verschaltung
hin (feed-forward) — iiber lokale IC-Neurone bewerkstelligte Erregung {liber/aus dem LL.
Dies steht im Einklang mit den Erkenntnissen {iber den Ursprung der somatischen VGIuT2-
positiven Eingénge an den LG-Neuronen: Sie stammen unter anderem von den Interneuro-
nen im IC ab (Ito and Oliver 2014). Ob die schnellen EPSCs mit der langen Latenz durch
die Erregung der VGIuT2-positiven perisomatischen Prasynapsen an den VGAT+/VGIuT2+

Neuronen evoziert wurden, bleibt offen.

Alle mit LY gefiillten glutamatergen Neurone wiesen keine VGIluT2-positiven somatischen
Eingénge und waren fast alle kleiner als 17 pm im Durchmesser. Diese Ergebnisse stehen
im Einklang mit der Literatur (Ito et al. 2009, Beebe et al. 2016). Messungen der EPSC-
Latenz und -Amplitude und -Aballzeitkonstanten waren konsistent mit den anderen Experi-
menten dieser Arbeit (Seite 62, 67).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die GABAergen und glutamatergen Neurone im CIC
hinsichtlich ihrer Membraneigenschaften — Ih-Stréme und AP-Feuermuster sowie ihren
AMPA-Rezeptor-vermittelten glutamatergen Eingéinge inklusive Aspekte der Verschaltung
und Expression des vesikuldren Glutamattransporter 2 (VGluT2) in perisomatischen Synap-
sen charakterisiert und differenziert. Dies wurde mittels der elektrophysiologischen Messun-
gen an Gehirnschnitten sowie immunhistochemischen Farbungen in jungen adulten Mausen
(P > 22) erreicht. Die GABAergen und nicht-GABAergen (glutamatergen) Neurone wurden
mittels eines optogenetischen Einsatzes in dem transgenen Mausstamm VGAT-ChR2-EYFP
Linie 8 unterschieden. Bei diesem Mausstamm werden unter dem Promotor fiir vesikulidren
GABA/Glycin Transporter (VGAT) enhanced yellow floure-zent protein (EYFP) und chan-
nelrhodopsin 2 (ChR2) exprimiert (Zhao et al. 2011, Ono et al. 2016).

Experimente zeigen, dass die HCN-Kanéle 1 und 4 in GABAergen und glutamatergen Neu-
ronen unterschiedlich exprimiert werden, was in unterschiedlicher Auspragung des physio-
logischen Korrelates der HCN-Kanile — des Th-Stromes — zwischen beiden Neuronengrup-
pen widerspiegelt. Ferner korrelieren diese Membraneigenschaften mit dem AP-
Feuermuster. Die GABAergen Neurone waren homogen in ihren langsamen-aktivierenden
Ih-Strémen und adaptierenden AP-Feuermuster und dhnelten ca. einem Drittel der glutama-
tergen Neurone. Die restlichen glutamatergen Neurone konnten hinsichtlich ihrer Th-Stréme
und AP-Feuermuster in mindestens drei weitere Populationen, u.a. Onset-Neurone mit

schnell-aktivierenden und in seiner Amplitude grofen Th-Stromen, aufgeteilt werden.

Auch in Bezug auf synaptische Ubertragung zeigten GABAerge und glutamaterge CIC-
Neurone deutliche Unterschiede. Die Kinetik der AMPA-Rezeptor-vermittelten mEPSCs so-
wie EPSCs, die iiber elektrische Stimulation der Axonen im LL evoziert wurden, war in der
Mehrzahl der GABAergen Neurone deutlich schneller als in den meisten glutamatergen
Neuronen. Konsistent dazu wiesen die GABAergen Neurone GluR4-Rezeptor-Expression
auf, in nicht-GABAergen Neuronen fehlte diese. Dariiber hinaus deutete eine lange Latenz
der evozierten EPSCs und APs in GABAergen Neuronen auf die Verschaltung iiber mehr
als eine Synapse bei der Erregungsweiterleitung aus dem LL. Die glutamatergen Neurone
wurden stattdessen vermutlich direkt aus dem LL angeregt. In den GABAergen Neuronen
korrelierten o.g. synaptische und Verschaltungseigenschaften mit der Expression der
VGIuT2 in den perisomatischen Synapsen. [HC-Farbungen gegen VGIuT2 zeigten, dass ca.
2/3 aller GABAergen CIC-Neurone solche Synapsen aufweisen.

Ih-Stréme und erregenden Eingédnge an den GABAergen und glutamatergen CIC-Neuronen
werden zuerst einzeln diskutiert. Im letzten Kapitel wird der mogliche funktionelle Zusam-
menhang zwischen langsamen Th-Strdmen und schnellen GluR4-vermittelten Eingédnge in
den GABAergen Neuronen im CIC erldutert.
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4.1 TIh-Strome in inhibitorischen und exzitatorischen CIC-Neuronen

[h-Stréme in den GABAergen und glutamatergen Neuronen im Colliculus inferior wurden
bereits mehrfach nachgewiesen (Sivaramakrishnan and Oliver 2001, Koch and Grothe 2003,
Ono et al. 2005, Tan et al. 2007) und auch die Expression der unterschiedlichen Unterein-
heiten der HCN-Kanéle wurde bereits im IC gezeigt (Koch et al. 2004, Notomi and Shige-
moto 2004). Hier wurde untersucht, ob die Eigenschaften der Hyperpolarisation-aktivieren-
den Strome, Expression der HCN-Untereinheiten, passive Membraneigenschaften und die
Eigenschaften des AP-Feuermusters mit dem Neurotransmitterphidnotyp der Neurone in dem
zentralen Nukleus des IC korreliert. Dafiir wurden die o.g. Parameter zwischen den GABA-
ergen und nicht-GABAergen CIC-Neuronen in jungen adulten VGAT-ChR2-EYFP Miusen
(P22-28) verglichen.

Alle GABAergen Neurone zeigten langsam aktivierende Th-Strome und exprimierten {iber-
wiegend HCN2- und HCN4-Untereinheiten. Des Weiteren zeigten diese Neurone adaptie-
rende AP-Feuermuster (AP-Feuermuster) bei der Applikation der depolarisierenden Strom-
pulse. Die glutamatergen Neurone hatten im Kontrast dazu Th-Stréme mit variableren Eigen-
schaften sowie wiesen ferner mehrere unterschiedliche AP-Feuermuster auf. Das Onset-AP-
Feuermuster mit den schnell aktivierenden Th-Stromen zeigten ca. 10% der CIC-Neurone,
diese Neurone waren glutamaterg. Die ilibrigen glutamatergen Neurone zeigten adaptierende

AP-Feuermuster und wiesen entweder schnell oder langsam aktivierende h-Strome auf.

Zum Identifizieren der inhibitorischen Neurone im CIC wurde eine transgene Mauslinie ein-
gesetzt, bei der Channelrhodopsin 2 sowie EYFP unter dem Promotor fiir den vesikuldren
GABA/Glycin Transporter (VGAT) exprimiert wird. Die Aktivierung von ChR2 mit Blau-
licht ermoglichte das eindeutige Differenzieren zwischen VGAT-positiven und VGAT-
negativen Neuronen in den Gehirnschnitten der jungen adulten Méusen (Zhao et al. 2011,
Xie and Manis 2014, Caspari et al. 2015, Ono et al. 2016). Dabei wird ChR2 an der ganzen
Zellmembran, inklusive prasynaptischen Endigungen, der GABAergen Neurone exprimiert.
Deswegen verursachten die Blaulichtpulse, die zur Verifikation inhibitorischen Neurone im
IC diente, starke hyperpolarisation sowohl in exzitatorischen als auch inhibitorischen Neu-
ronen. Dieses Phanomenon wurde auch von den anderen Autoren bereits beschrieben (Ono
et al. 2016). Es ist jedoch sehr unwahrscheinlich, dass die Aktivierung von ChR2 die Ant-
worteigenschaften der GABAergen Neurone grundsitzlich verdnderte. Dafiir sprechen zu-
erst die Resultate der Untersuchungen der intrinsischen Eigenschaften der IC-Neurone an
einem anderen Mausmodel. Diese waren dhnlich der Eigenschaften des AP-Feuermusters
der CIC-Neurone der vorliegenden Arbeit (Ono et al. 2005, Tan et al. 2007). Zweitens zeigte
eine Studie mit dem gleichen Mausmodell wie in der vorliegenden Arbeit, dass die Antwor-
ten der IC-Neurone auf die akustischen Stimuli sich nicht wesentlich von den Antworten der
IC-Neurone in der Wildtyp-Mauslinie unterscheiden (Ono et al. 2017). Und drittens, Ruhe-

membranpotential und Eingangswiderstand waren zwischen den GABAergen und nicht-
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GABAergen Neuronen vergleichbar in dieser Arbeit. Diese Erkenntnisse sprechen gegen

eine Aktivierung der depolarisierenden Ionenkanile (ChR2) im Ruhezustand.

4.1.1 Exzitatorische und inhibitorische Neurone im CIC exprimieren unterschiedliche

HCN-Untereinheiten und weisen unterschiedliche Eigenschaften der Ih-Strome

auf

Zu den interessanten Funden zdhlt die Abwesenheit der HCN1-Immunreaktivitit an der
Membran der Somata der VGAT-EYFP-positiven, also GABAergen CIC-Neurone. Dies be-
deutet, dass die HCN1-UE-beinhaltenden Kanéle ausschlie8lich fiir die exzitatorischen Neu-
rone charakteristisch sind und die HCN4-UE {iberwiegend in den inhibitorischen Neuronen
exprimiert wird. Die HCN2-UE wird deutlich sowohl in inhibitorischen als auch in exzita-
torischen Neuronen exprimiert. Dies wurde auch anhand der physiologischen Eigenschaften
der isolierten Th-Strome bestétigt, die zwischen unterschiedlichen Neuronengruppen im CIC
variieren. Subpopulationen von IC-Neuronen mit schneller und langsamer Th-Stromkinetik
werden von einigen Studien bestétigt (Koch and Grothe 2003). Die Ih-Stromeigenschaften
wurden jedoch bis dato nicht in Zusammenhang mit dem Neurotransmittertyp gebracht.
Welche funktionelle Rolle die Unterschiede der Ih-Stromeigenschaften zwischen den exzi-
tatorischen und inhibitorischen Neuronen spielen, bleibt eine interessante Frage. Die Akti-
vierung der Th-Strome iibt einen komplexen und manchmal auch gegenldufigen Effekt auf
die Integration der exzitatorischen und inhibitorischen Einginge sowie auf das Feuern der
APs der Neurone aus (Shah 2018). Die Aktivierung des Ih-Stromes depolarisiert das Memb-
ranpotential, dies erhoht seinerseits die Wahrscheinlichkeit, dass die eingehenden synapti-
schen Eingénge den AP-Schwellenwert tiberwinden. Dennoch héngt dieser depolarisierende
Effekt des Ih-Stromes davon ab, ob der AP-Schwellenwert positiver oder negativer als das
Umkehrpotential des Ih-Stromes ist, welches zwischen -35 und -40 mV gemessen wurde
(Bal and Oertel 2000, Funahashi et al. 2003). Der AP-Schwellenwert der Mehrheit der GA-
BAergen Neurone (ca. 90%) ist negativer als -40 mV und ist signifikant negativer als in allen
Gruppen der glutamatergen Neurone (Daten nicht gezeigt). Somit konnten die langsamen
Ih-Stréme in den GABAergen Neuronen das Membranpotential stabilisieren und somit wie-
derum die Spontanaktivitit verhindern. In den exzitatorischen Neuronen konnte Ih-Strom
stattdessen dazu beitragen, den AP-Schwellenwert leichter zu iberwinden. Andererseits ver-
ringert der Ih-Strom den Eingangswiderstand der Neurone, was seinerseits die synaptischen
Eingénge verhindert, den AP-Schwellenwert zu erreichen. Die Th-Stromaktivierung iibt
ebenfalls einen depolarisierenden Effekt auf das Ruhemembranpotential aus. Dies erlaubt
den Koinzidenzdetektoren der MSO ihren AP-Schwellenwert trotz der vielen inhibitorischen

Eingénge, zu erreichen (Baumann et al. 2013).

Ein anderer wichtiger Effekt des Th-Stromes zusammen mit seinem Gegenspieler — ein bei

niederer Membranspannung aktivierender Kaliumkanal — beruht auf der Verringerung der
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zeitlichen Summation der sowohl der exzitatorischen als auch inhibitorischen synaptischen
Eingénge (Koch and Grothe 2003, Nagtegaal and Borst 2010, Khurana et al. 2011). Demzu-
folge zeigen die Neurone mit den groBBen und schnell-aktivierenden Th-Strémen eine relativ
niedrige zeitliche Integration der synaptischen Eingéinge und sind somit besser fiir die ge-
naue Transmission des zeitlichen Musters der akustischen Signale geeignet (Oertel 1999,
Khurana et al. 2012). Im Gegensatz dazu beglinstigen [h-Strome mit langsamen Kinetik so-
wie die Abwesenheit der [h-Strome die zeitliche Integration der akustischen Eingénge (Nag-
tegaal and Borst 2010).

Ih-Stréme werden durch Kanéle geleitet, die aus unterschiedlichen Untereinheiten (HCN1-
4) bestehen. Diese variieren nicht nur in ihrer Permeabilitdt und Abhéngigkeit von dem
Membranpotential, sondern auch in dem Ausmal} wie sie liber second messenger (engl.) re-
guliert werden konnen. Die HCN4-UE beinhaltenden Kanédle werden im Gegensatz zu
HCNI1-Kanélen stirker von solchen second messenger wie cAMP oder anderen Molekiilen
wie Anionen oder Tyrosinkinasen moduliert (DiFrancesco and Tortora 1991, Ludwig et al.
1999, Seifert et al. 1999, Viscomi et al. 2001, Wahl-Schott and Biel 2009). Die Beschleuni-
gung der Aktivierungszeitkonstante des Ih-Stromes sowie die Depolarisierung der halbma-
ximalen Aktivierung, die wahrend der postnatalen Entwicklung stattfindet, kann nicht nur
durch die Verdnderung der Zusammensetzung der HCN-Untereinheiten stattfinden. Dies
kann allein mittels der Konzentration des second messenger beeinflusst werden. Auf diese
Weise werden die integrativen Eigenschaften der MSO-Neurone verdandert (Khurana et al.
2012). Da die HCN4-UE iiberwiegend in den GABAergen CIC-Neuronen exprimiert wird,
konnten neuromodulatorische Eingéinge (z.B. die serotoninerge, die intrazelluldre Konzent-
ration an second messenger erhohen) die integrativen Eigenschaften vor allem dieser Neu-

ronengruppe modulieren (Hurley et al. 2008, Ko et al. 2016).

4.1.2 GABAerge Neurone waren homogen in ihren Ih-Strom Eigenschaften und AP-

Feuermuster

Alle GABAergen Neurone in der vorliegenden Arbeit zeigten langsame Ih-Strome, expri-
mierten HCN4-UE-beinhaltende Kanédle und hatten adaptierende AP-Feuermuster mit dem
unterschiedlichen Ausmal} an Adaptation. Anhand dieser Parameter kann die Population der
GABAergen Neurone nicht weiter aufgetrennt werden. Dennoch es ist nicht ausgeschlossen,
dass weitere physiologische Subklassen der GABAergen Neurone existieren. Denn die Me-
thodik der Gehirnschnittanfertigung sowie die Konfiguration der elektrophysiologischen
Aufnahmen konnte die Erfassung der Neurone in Richtung einer bestimmten Neuronenpo-
pulation verzerren. Dariiber hinaus, wurden andere GABAerge Neurone mit einer Priavalenz,
die weniger als 10% betrug, in der relativ niedrigen Stichprobengrofle (16 Neurone im Ex-
periment mit pharmakologisch isolierten Ih-Stromen und 27 Neurone im Experiment mit de-

und hyperpolarisierenden Strompulsen) moglicherweise nicht erfasst.
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Ebenfalls ist es auch moglich, dass die Erfassung weiterer physiologischer Parameter, eine
erweiterte molekulare Charakterisierung in Kombination mit der Analyse der Eingéinge und
Projektionen zusitzliche Populationen der GABAergen Neurone im IC aufdecken wiirde, so
wie das der Fall im Neocortex ist (Tremblay et al. 2016). Einige Studien identifizierten an-
hand der molekularen Markern, der ein- und ausgehenden Verbindungen zu IC oder des AP-
Feuermusters unterschiedliche Populationen von GABAergen IC-Neuronen (Ono et al.
2005, Ito et al. 2009, Schofield and Beebe 2019). Eine kleine Population der glutamatergen
IC-Neurone, die iiber die Expression des vasoaktiven Intestinalpeptides (VIP) charakterisiert
ist, zeigen eine kleine Ih-sag-Amplitude bei den hyperpolarisierenden Strompulsen und eine
niedrige AP-Adaptationsrate (Goyer et al. 2019). Diese Neuronenpopulation iiberschneidet
sich in Thren Th-sag- und AP-Adaptationseigenschaften mit der ebenso kleinen Population
der glutamatergen Neurone ohne Th-sag, die hier beschrieben wurden. Eine weitere Popula-
tion GABAerger IC-Neurone (ein Drittel aller GABAergen IC-Neurone) wurde anhand der
Expression von Neuropeptid Y (NPY) charakterisiert (Silveira et al. 2020). Diese Neurone
zeigen einen mafigen lh-sag, ein durchgehendes AP-Feuermuster und zeichnen sich iiber
spontane APs aus. Der Letzte Merkmal wurde in der vorliegenden Arbeit bei den GABAer-
gen CIC-Neuronen nicht detektiert. Es ldsst sich somit vermuten, dass die NPY-Neurone in

der Stichprobe nicht enthalten sind.

Eine andere Studie, bei der die GABAergen IC-Neurone anhand der GAD67-GFP-
Markierung visuell identifiziert wurden, zeigte eine grofle Population an GABAergen CIC-
Neuronen, die ein reguldres AP-Feuermuster mit gewissem Ausmal3 an Adaption aufwiesen
(Ono et al. 2005). Die gleiche Studie identifizierte die Population der GABAergen Neurone
mit s.g. pause oder buildup (engl.) AP-Feuermuster (das erste inter-AP-Intervall deutlich
langer als die restlichen Intervalle sind). In dieser Arbeit wurden solche CIC-Neurone nicht
detektiert. Ein denkbarer Grund dafiir wire, dass die Anzahl der pause- oder buildup-Neu-
rone wihrend der Maturation des Gehirns kleiner wird. In der Tat waren nur wenige Neurone
in der Studie von Ono et.al (2005) von den Tieren ilter als P13. Dies wird auch durch die
Tatsache bestitigt, dass die adulten Tiere eine niedrige Expressionsrate der spannungsab-
hingigen K*-Kanilen Kv 4.2 und Kv 4.3 zeigen. Diese Kanile stellen das molekulare Sub-
strat des A-Typ-Stroms dar und verantworten die Auspriagung des pause oder buildup AP-
Feuermusters (Peruzzi et al. 2000, Sivaramakrishnan and Oliver 2001, Jung et al. 2005).
Auch die in der Arbeit gezeigten Eingangswiderstdnde und die Membranzeitkonstanten der
GABAergen Neurone waren bemerkenswert kleiner im Vergleich zu der vorherigen Studie
(Ono et al. 2005). Dies deutet ebenso darauf, dass die Membraneigenschaften auch im post-

natalen Alter iiber 18 Tagen sich weiter veréndern.

Andere Studien trennten die GABAergen Neurone anhand der anatomischen Kriterien in
unterschiedliche Populationen auf. So erhalten ca. 60% der GABAergen Neurone, die auch

iiber einen groflen Somadurchmesser ausgezeichnet sind, zahlreiche somatischen Eingénge,
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welche fiir die Expression des vesikuldren Glutamat Transporters-2 positiv (VGIluT2) sind.
Die Population der GABAergen Neurone, welche einen kleineren Somadurchmesser auf-
weisen, erhalten solche somatischen Einginge nicht (Ito et al. 2009, 2016, Beebe et al. 2016).
Der Ursprung dieser VGluT2-positiven Eingénge liegt vermutlich im DCN, in der MSO, in
der LSO, im INLL sowie in den IC-Neuronen selbst (Ito and Oliver 2010). Diese groflen
GABAergen Neurone mit VGluT2-positiven somatischen Eingéngen geben den schnellen
inhibitorischen Eingénge in den medialen Kniehdcker (Ito et al. 2009, Geis and Borst 2013).
Obwohl die Verteilung der VGIuT2-positiven somatischen Eingidnge unter den kleineren
und grofBeren GABAergen Neuronen in der vorliegenden Arbeit dhnlich wie in den anderen
Studien war (Ito et al. 2009, Ito and Oliver 2012), konnten die GABAergen Neurone nicht
in unterschiedliche Population anhand der Ih-Stromeigenschaften unterteilt werden. Dartiber
hinaus zeigten zwei Studien in vivo, dass die GABAergen und glutamatergen IC-Neurone
im IC anhand deren Antworten auf die akustische Stimulation (Ono et al. 2017) oder mittels
Unterschieden in ihrer Plastizitdt (andauerndes Neuronenfeuern nach dem Ende der akusti-
schen Stimulation) (Ono et al. 2016) nicht unterschieden werden kdnnen. Dies steht im Ge-
gensatz zu den Erfolgen im Cortex und Hippocampus, wo zahlreiche GABAerge Interneu-
rone von den exzitatorischen Neuronen anhand ihrer aktiven und passiven Membraneigen-
schaften sowie AP-Feuermuster unterschieden werden konnten (Budinger and Kanold
2018).

4.1.3 Eine kleine Population der exzitatorischen CIC-Neurone dhneln den Neuronen

der medialen und lateralen oberen Olive

Alle Neurone, welche ein oder nur einige Aktionspotentiale am Anfang der depolarisieren-
den Strompulse feuerten (Onset-Neurone) waren nicht-GABAerg und somit exzitatorisch.
Diese Neurone hatten einen niedrigen Eingangswiderstand und wurden tiber die schnell-ak-
tivierenden Th-Stréme mit den groBen Amplituden gekennzeichnet. Die Th-Strome in diesen
Neuronen wurden hochstwahrscheinlich liber die HCN1-UE-beinhaltenden Kanile hervor-
gerufen. Membraneigenschaften dieser Neurone sind sehr dhnlich zu den Membraneigen-
schaften der Hauptneurone (engl. principal neuron) der medialen und lateralen oberen Olive,
die eine starke Expression der HCN1-Kanéle und der bei den niedrigen Spannung-aktivie-
renden Kaliumkanilen (Kv 1.x) aufweisen (Barnes-Davies et al. 2004, Leao et al. 2006,
Hassfurth et al. 2009, Khurana et al. 2011, 2012). Die Eigenschaften der HCN1-, sowie der
bei niedrigen Spannung-aktivierenden Kaliumkanélen (Krt) verschafften diesen Neuronen
sowohl einen niedrigen Eingangswiderstand beim Ruhemembranpotential als auch be-
schleunigten sie die Membranzeitkonstante. Diese Effekte ermoglichten diesen Neuronen
die exzitatorischen und inhibitorischen Eingéinge auf einer schnellen und prézisen Zeitskala
zu integrieren (Magnusson et al. 2005, Scott et al. 2005, Walcher et al. 2011).
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Der tonotope Gradient der Kv.1.1-Expression wurde in der Population der IC-Neurone be-
reits nachgewiesen (Grigg et al. 2000, Rosenberger et al. 2003). Dieser Gradient korrelierte
mit der HCNI-Immunoreaktivitit im IC der Ratten (Koch et al. 2004). Deswegen ist es
wahrscheinlich, dass die exzitatorischen IC-Neurone, die diese zwei lonenkanéle exprimie-
ren, den Neuronen der oberen Olive in ihren Eigenschaften dhnlich sind und mit einer hohen
zeitlichen Auflosung auf die amplitudenmodulierten akustischen Signale reagieren (Ashida
et al. 2016). Diese exzitatorischen CIC-Onset-Neurone stellen mdglicherweise die kleine
Population der IC-Neurone dar, die bei der Verarbeitung der sinusférmig amplitudenmodu-
lierten akustischen Signale Hochpassfilterung aufweisen (eng. high-pass modulation trans-
fer function) (Ono et al. 2017) und eine erhdhte Sensitivitét fiir die interauralen Laufzeitun-
terschiede (ITD) zeigten (Ono et al. 2020). Die Untersuchungen der anatomischen Eigen-
schaften der Eingénge sowie Projektionen dieser exzitatorischen IC-Neurone in Kombina-
tion mit den Aufnahmen ihrer neuronalen Antwort auf die akustische Stimulation werden
ihre Rolle bei der auditorischen Verarbeitung autkléren.

4.2 Unterschiedliche AMPA-Rezeptor vermittelte synaptische Einginge an

exzitatorischen und inhibitorischen Neuronen im CIC

Die AMPA-Rezeptoren vermittelte Erregung wurde zwischen den GABAergen und nicht-
GABAergen Neuronen im zentralen Nukleus des Colliculus inferior in den jungen adulten
Maiusen im postnatalen Alter von 22-28 Tagen verglichen. Um den Neurotransmitterphéno-
typ der CIC-Neurone zu identifizieren, wurde wie in vorherigen Experimenten der transgene
VGAT-ChR2-EYFP Linie 8 Mausstamm eingesetzt. Die meisten inhibitorischen Neurone
wiesen dabei schnelle Abfallzeitkonstanten der sowohl miniatur exzitatorischen postsynap-
tischen Strome (mEPSC) als auch der EPSCs auf, die iiber die elektrische Stimulation des
Lemniscus lateralis evoziert wurden. Dieser Fund korrelierte mit der positiven Immunreak-
tivitdt fir den Glutamatrezeptor 4 (GluR4) (somatisch) sowie fiir den vesikuldren Gluta-
mattransporter 2 (VGIuT2) in den perisomatischen Synapsen. Die glutamatergen Neurone
zeigten im Gegensatz dazu die mEPSCs und EPSCs mit deutlich langsameren Abfallzeit-
konstanten. Sie waren grofitenteils GluR4-negativ und wiesen keine VGIuT2-positiven pe-
risomatischen Eingédnge auf. Ferner zeigten die meisten exzitatorischen Neurone eine kurze
Latenz der liber die Stimulation des LL evozierten APs und EPSCs. Dies deutet auf eine
direkte Erregung aus/liber den LL hin. Bei der Mehrheit der inhibitorischen Neurone (auch
die, die VGluT2-positive perisomatische Synapsen aufwiesen) traten die APs und EPSCs
stattdessen mit fast doppelt so langer Latenz auf. Dies deutet auf eine mogliche feed-forward
Verschaltung der Erregung aus/iiber den LL hin.
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4.2.1 Schnelle Glutamatrezeptor 4 (GluR4) vermittelte Einginge an den GABAergen
Neuronen vs. langsamere, nicht-GluR4-Eingiinge an den glutamatergen Neuro-

nen

Zu den interessanten Funden zéhlt die Immunreaktivitét fiir die GluR4-Untereinheit in den
Somata vieler GABAerger CIC-Neurone, sowie die Abwesenheit der GluR4-IR bei den
meisten glutamatergen Neuronen. Dies bedeutet, dass in den jungen adulten Tieren AMPA-
Rezeptor vermittelte Erregung bei den exzitatorischen und inhibitorischen CIC-Neuronen
iiber unterschiedlich zusammengesetzte AMPA-Rezeptoren hervorgerufen wird. Resultate
der elektrophysiologischen Experimente bestétigten diese Annahme. Die AMPA-Rezeptor-
vermittelten miniatur postsynaptischen Stréme sowie postsynaptische Strome, die liber die
Stimulation des LL evoziert wurden, zeigten beide bei den meisten GABAergen Neuronen
eine schnelle Kinetik. Bei den meisten exzitatorischen Neuronen hingegen war der zeitliche

Verlauf dieser Strome wesentlich langsamer.

AMPA-Rezeptor vermittelte Signaltransduktion im IC wurde durch die elektrophysiologi-
schen Studien belegt (Wagner 1996, Ma et al. 2002, Sivaramakrishnan and Oliver 2006).
Auch die IR fiir die unterschiedlichen AMPA-Rezeptor-Untereinheiten (GluR1-4) wurde im
IC gezeigt (Gaza and Ribak 1997, Caicedo et al. 1998, Caicedo and Eybalin 1999). Wobei
die Vielfalt der AMPA-Rezeptor Isoformen mittels IHC-Farbungen aus der Perspektive der
postnatalen Entwicklung charakterisiert wurde. Versuche unterschiedliche AMPA-
Rezeptor-Isoformen den Neuronengruppen (u.a. den GABAergen und glutamatergen Neu-

ronen) im IC zuzuordnen, wurden in den jungen adulten Tieren bis dato nicht unternommen.

Eine IHC-Studie zeigte, dass die GluR1-IR im IC erst ab P12 erscheint, und mit fortschrei-
tendem Alter der Tiere allerdings niedrig bis moderat wird. Eine moderate GluR2- und
GluR2/3-IR zeigte sich im IC schon bei P4; sie unterlag keinen wesentlichen Verdanderungen
wiéhrend der postnatalen Entwicklung. Die GluR4-Immunreaktivitdt wurde bereits im IC der
juvenilen (P4) Tieren gezeigt, eine moderate Auspriagung erreichte sie jedoch erst in den
jungen (P12) und adulten Tieren. In anderen auditorischen Nuklei (LSO, VCN, VNLL) war
die GluR4-IR ebenso erst in adulten Gehirnen deutlich (Caicedo and Eybalin 1999). Resul-
tate der vorliegenden Arbeit sind konsistent mit der o.g. Studie, denn hier wurde eine deut-
liche GluR4-Immunreaktivitdt im CIC in relativ adulten Tieren (P22-P28) gezeigt. Caicedo
und Eybalin zeigten auerdem, dass vor allem die grolen CIC-Neurone — GluR4-positiv,
wiéhrend die kleineren Neurone — GluR4-negativ, dafiir aber GluR2- oder GluR2/3-positiv
waren (Caicedo and Eybalin 1999). In Anbetracht der Tatsache, dass die Somata der GA-
BAergen Neurone im IC tendenziell groBer im Vergleich zu den exzitatorischen Neuronen
sind (eigene Messungen, (Oliver et al. 1994, Beebe et al. 2016)) stimmt der Fund der positi-
ven GluR4-Immunrekativitit bei den gréferen Neuronen (vermutlich inhibitorische Neu-
rone) sowie GluR4-Abwesenheit bei vielen kleineren Neuronen (vermutlich exzitatorische

Neurone) in der Studie von Caicedo and Eybalin (1999) {iberein.
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Die elektrophysiologischen Messungen der Kinetik der pharmakologisch isolierten miniatur
exzitatorischen postsynaptischen Strome (mEPSC) bestétigten die Unterschiede zwischen
den GABAergen und exzitatorischen CIC-Neuronen beziiglich der GluR4-Imminreaktivitit.
Die Kinetik der tiber die AMPA-Rezeptoren vermittelten Strome hingt unter anderem stark
von der Kombination der Rezeptor-Untereinheiten (tetra- und penta- Homo- und Heteromere
sind moglich) sowie von ihrer Untereinheit-Isoform (flip- oder flop Isoform, dank dem al-
ternativen Splicing mdglich) ab (Sommer et al. 1990, Mosbacher et al. 1994, Quirk et al.
2004, Traynelis et al. 2010). Mittels der rekombinanten AMPA-Rezeptoren wurde die ent-
scheidende Rolle der GluR4-UE in ihrer flop-Isoform fiir die schnelle Kinetik der AMPA-
Rezeptoren gezeigt. Die Abfallzeitkonstanten der evozierten Strome waren mit ca. 1 ms so-
wohl bei den GluR4s,,-Homomeren als auch bei den GluR4y,,/GluR2s,, oder
GluR4/1,,/GluR2g;,-Heteromeren  deutlich schneller als die iibrigen Rezeptorformen
(GluR1/2/3/fip/ fiop). Nur der Homomer-GluR3,, sowie der Heteromer-GluR 21, /3/10p zeig-
ten eine vergleichbar schnelle Kinetik (Mosbacher et al. 1994). In der vorliegenden Arbeit
zeigten die GABAergen Neurone sowohl die positive GluR4-Immunreaktivitét als auch eine
schnelle mittlere Abfallzeitkonstante (<1 ms) und Anstiegszeit der mEPSC. Uberdies waren
diese Abfallzeitkonstanten vergleichbar mit den schnellen GluR4-vermittelten mEPSC-Ab-
fallzeitkonstanten der calyx of Held Synapse-bildenden MNTB-Neurone (Yang et al. 2011).
Somit konnen die GluR4-Rezeptoren (womdglich in ihrer flop-Isofrorm) fiir GABAergen
CIC-Neuronen charakteristisch sein.

Es bleibt offen welche weiteren GluR-Untereinheiten, neben GluR4, in den GABAergen CIC-
Neuronen wihrend der Maturaton der Gehirne exprimiert werden. Da (a) die Heteromere
GluR410p/GluR2110p oder fiip €1ne vergleichbar schnelle mit Homomeren GluR41, -Rezeptoren
Kinetik zeigen (Mosbacher et al. 1994) und (b) eine moderate GluR2-IR, im IC der adulten
Tiere bereits gezeigt wurde (Caicedo and Eybalin 1999) kénnte die Koexpression der GluR2-
und GluR4-UE in GABAergen CIC-Neuronen nicht ausgeschlossen werden. Wéhrend die
GIuR4-UE zusammengesetzte Rezeptoren (wie auch GluR 1 und -3) neben Na" und K* auch
fiir Ca?* Ionen durchlissig sind, ist die GluR2-UE fast ausschlieBlich nur fiir Na* und K*
Ionen durchlédssig (Hollmann et al. 1991, Burnashev 1996). In der calyx of Held Synapse der
inhibitorischen Hauptzellen des MNTB wurde die Reduktion der GluR2-UE zusammenge-
setzten Rezeptoren als auch Zunahme der Ca**-durchlissigen Rezeptoren bei adulten Tieren
gezeigt (Yang et al. 2011, Lujan et al. 2019). Auch in den Koinzidenzdetektorneuronen der
MSO wird die Signaliibertragung mit der fortschreitenden postnatalen Entwicklung der
Tiere immer weniger iiber die Ca?"-undurchlissigen Rezeptoren (vermutlich GluR2) und
immer mehr von den Ca?*-durchlissigen Rezeptoren (vermutlich GluR4) vermittelt (Franzen
et al. 2020). Analog zu MNTB und MSO oder Interneuronen des Hippocampus (Geiger et
al. 1995) konnte auch in inhibitorischen CIC-Neuronen die Reduktion der GluR2-Expression
und Privalenz der Ca®*-durchlissigen GluR4-Rezeptoren bei adulten Tieren vermutet wer-

den. Anhand der elektrophysiologischen Messungen des Umkehrpotentials fiir Ca?* liefe
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sich der Anteil von Ca?"-undurchlissigen Rezeptoren (GluR2) in GABAergen (und gluta-

matergen) CIC-Neuronen bei der Maturation abschitzen.

Die Zusammensetzung der AMPA-Rezeptoren in glutamatergen CIC-Neuronen, bleibt weit-
gehend ungekldrt. Die im Vergleich zu GABAergen Neuronen fast doppelt so langsame
mittleren mEPSC-Abfallzeitkonstante (>1 ms) und -Anstiegszeit der mEPSC in glutamater-
gen Neuronen sowie Abwesenheit der GluR4-Immunreaktivitit in diesen Neuronen zeigt
lediglich die abwesende GluR4-UE-Expression in dieser Neuronengruppe. Schmidt und
Kollegen zeigten, dass die GluR2a;, mRNA in sehr vielen Zellen im CIC vertreten ist
(Schmid et al. 2001). Eine deutliche GluR2/3-Immunreaktivitdt wurde ebenso im gesamten
IC gezeigt (Petralia and Wenthold 1992, Caicedo and Eybalin 1999). Da die glutamatergen
Neurone ca. 75% aller Neurone im IC ausmachen (Oliver et al. 1994, Malmierca et al. 2005,
Ito and Oliver 2012, Mellott et al. 2014), erscheinen vor allem sie als Kandidaten fiir den
GluR2 und 3-Phénotyp. Diese Vermutung wird auBBerdem indirekt dadurch unterstiitzt, dass
(a) die GluR2- und GluR2/3-Immunreaktivitit besonders bei den kleineren IC Neuronen
(Caicedo and Eybalin 1999) detektiert wurde und (b) glutamaterge IC-Neurone im Vergleich
zu GABAergen Neuronen kleinere Somadurchmesser aufweisen (Oliver et al. 1994, Beebe
et al. 2016). Der GluR1-Rezeptor wird im IC der adulten Tieren relativ wenig exprimiert
(Caicedo and Eybalin 1999, Schmid et al. 2001). Die glutamatergen IC-Neurone sind nicht
nur in ihren Membraneigenschaften eine sehr heterogene Gruppe (Ono et al. 2005, Naumov
et al. 2019), sondern sie erhalten exzitatorische Eingdnge von unterschiedlichen Kombinati-
onen der auditorischen Nuklei (INLL, DCN, LSO, VCN (AVCN und PVCN) (Ito and Oliver
2010, Chen et al. 2018) und sind in unterschiedliche funktionale Felder im IC organisiert
(Loftus et al. 2010). Es wére somit denkbar, dass innerhalb dieser heterogenen Neuronen-
gruppe Subpopulationen mit unterschiedlich zusammengesetzten AMPA-Rezeptoren exis-
tieren konnten. Die mittleren Héaufigkeitsdiagramme fiir die mEPSC-Abfallzeitkonstanten
zeigen jedoch nur eine Verteilung dieses Parameters. Auch der Variationskoeffizient dieses
Parameters ist gering (< 0,5). Diese Indizien kdnnten auf jeweils eine Neuronenpopulation
mit jeweils einer Konfiguration der GluR-Untereinheit/Isoform hindeuten. Andererseits, da
(a) kleine Neuronenpopulationen dem Suchraster in der vorliegenden Arbeit entweichen
konnten: Die Gesamtzahl der IC-Neurone bei Ratten wird auf 373 Tausend geschétzt (Ku-
lesza et al. 2002) und (b) AMPA-Rezeptorformen mit langsameren als die Glur4y,,-Isoform
Kinetik unterschiedlich zusammengesetzt sein konnten (Mosbacher et al. 1994), erscheinen
Versuche, glutamaterge Neurone mittels der AMPA-Rezeptorexpression in weitere Subpo-

pulationen aufzutrennen, fiir sinnvoll.

Ob die GABAergen Neurone anhand der Expression der AMPA-Rezeptoren in Subpopulati-
onen unterteilt werden konnten, braucht es zusdtzliche Nachweise. Bei einer Population der
GABAergen CIC-Neurone konvergieren erregende Eingéinge von lokalen Neuronen, sowie
erregende kommisurale, DCN-, INLL- und LSO-Projektionen via einer Grof3zahl VGIuT2-
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positiever somatischer Synapsen. Dies sind die sogenannten LG-Neurone (Ito et al. 2009,
2015, Ito and Oliver 2014). Resultate der vorliegenden Arbeit zeigen, dass GABAerge CIC-
Neurone, die perisomatische VGluT2-positive Synapsen aufweisen, ebenfalls evozierte
EPSCs mit einer schnellen Kinetik aufweisen. Somit konnte vermutet werden, dass LG-
Neurone schnelle GluR4-Rezeptoren exprimieren (Abb. 25, A). Die Abfallzeitkonstanten
der mEPSCs der GABAergen Neurone liegen trotz der sehr variablen Stromamplituden in
einem engen Zeitintervall von 0,5-1 ms (Abb. 14, E1). Somit konnten zwar die unterschied-
lichen Stromamplituden auf die Variabilitdt der Synapsen hindeuten (wére fiir LG-Neurone
zutreffend), die mEPSC-Kinetik deutet jedoch auf die Expression jeweils einer Konstellation
der Untereinheit/Isoform bei den meisten GABAergen Neuronen. Ob eine weitere Popula-
tion der GABAergen IC-Neurone — Neurone ohne die somatischen VGluT2-Synapsen (Ito
et al. 2009, 2015, Ito and Oliver 2014) auch GluR4-UE exprimiert, ldsst sich nicht eindeutig
bestdtigen. Diese Neurone betragen lediglich ca. 10% aller CIC-Neurone (siehe Berechnung
auf Seite 82) und waren in der Stichprobe kaum vertreten. Dennoch zeigten sich bei einzel-
nen wenigen GABAergen Neuronen ,,Populationen® der evozierten EPSCs mit unterschied-
licher Kinetik (Abb. 16), was auf Expression unterschiedlichen AMPA-Rezeptoren bei den
jeweiligen Neuronen hindeuten konnte. Dariliber hinaus zeigten einzelne wenige Neurone
deutlich langsame Abfallzeitkonstanten der mEPSC bzw. evozierten EPSC als Durchschnitt
(> 1 ms, 2 von 15 Neuronen, 13%). Ferner konnte ein Neuron, der langsame EPSC-
Abfallzeitkonstanten aufwies, mit der Population der GABAergen-Neurone ohne somatische
VGIuT2-positive Synapsen assoziiert werden (Abb. 24.). Diese Indizien konnten darauf deu-
ten, dass (a) ein kleiner Anteil der GABAergen Neurone nicht-GluR4-Rezeptoren, mit lang-
samer Kinetik exprimiert, (b) diese Neurone keine VGluT2-positive somatische Synapsen
aufweisen, (c) die Expression unterschiedlicher AMAP-Rezeptoren in GABAergen Neuro-
nen denkbar ist. Anhand einer GluR4 / VGIuT2 IHC-Farbung in dem Mausmodell der vor-
liegenden Arbeit und der Quantifizierung der STED-Mikroskopaufnahmen (engl. stimulated
emission depletion) konnte untersucht werden, ob GluR4-Expression fiir GABAerge Neu-
rone ohne die somatischen VGIluT2-Synapsen spezifisch ist und ob GluR4 und VGIuT2 Be-

standteil der gleichen axo-somatischen Synapsen sind.

Welche funktionelle Rolle spielt die schnelle Signaliibertragung an inhibitorischen CIC-
Neuronen, beleibt eine interessante Frage. Die Expression der schnellen AMPA-Rezeptoren
(GluR4) zeichnet im auditorischen System diejenigen Neurone aus, die in die Kodierung der
zeitlichen Information wéhrend der Schalllokalisation involviert sind (Trussell 1999). Im
ILD-Netzwerk verantworten iiberwiegend die GluR4-Rezeptoren eine schnelle und genaue
Signalweiterleitung von den globularen Bushy-Neuronen des AVCN zu den priméren Neu-
ronen der MNTB {iber die calyx of Held Synapsen. Eine Abwesenheit der GluR4-Expression
fiihrt zur Storung der ABR-Antworten (engl. auditory brainstem responses) auf ein zeitlich

schnell verdnderndes Stimulus und zur Beeintrdchtigung der Kurzzeit-Depression und der
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Neurotransmission bei den hohen Feuerraten (Yang et al. 2011). Es wire denkbar, dass ei-
nige der genannten GluR4-vermittelten synaptischen Effekte auch fiir die GABAerge IC-
Neurone zutreffen und dass diese Neurone fiir die zeitlich prazise Verarbeitung akustischer
Signale zustdndig sein konnten. Andererseits sind die GABAergen IC-Neurone weniger sen-
sitiv im Bezug auf amplituden-modulierte Téne im Vergleich zu glutamatergen Neuronen
(Ono et al. 2017), sie zeigen eher eine Sensitivitét fiir die frequenz-modulierten akustischen
Stimuli (Ito 2020).

Die Ca’* -durchliissigen Rezeptoren — GluR4 (Hollmann et al. 1991) kénnten in den Zusam-
menhang mit den Ca’*-bindenden Proteinen bei GABAergen CIC-Neuronen gebracht wer-
den. Diese Proteine (Calretinin und Parvalbumin) wurden bereits bei den priméiren Neuronen
der MNTB, die auch GluR4-UE exprimieren (Felmy and Schneggenburger 2004) oder in
MSO-Neuronen, welche vermutlich auch GluR4 exprimieren, gezeigt (Franzen et al. 2020).
Im IC weisen die GABAergen Neurone die Ca**-bindenden Proteine Parvalbumin und Cal-
retinin auf. Wobei die Parvalbumin-Expression auch in den glutamatergen IC-Neuronen ge-

zeigt wurde (Tamamaki et al. 2003, Fujimoto et al. 2017).

Die glutamaterge Signalweiterleitung im IC wird neben den AMPA- auch iiber die NMDA -
Rezeptoren vermittelt (Wagner 1996, Moore et al. 1998, Zhang and Kelly 2001, Kelly and
Zhang 2002, Ma et al. 2002, Sivaramakrishnan and Oliver 2006). Bei Messungen der evo-
zierten EPSC wurden keine Blocker der NMDA-Rezeptoren in die ACSF-Losung hinzuge-
geben. Dafiir, dass die gemessenen EPSC iiberwiegend iiber die AMPA-Rezeptoren vermit-
telt wurden, sprechen folgenden Indizien: Im Vergleich zu AMPA-Rezeptoren bendtigen die
NMDA-Rezeptoren neben dem Neurotransmitter Glutamat auch das Entfernen des span-
nungsabhingigen Mg"-Blocks mittels der Membrandepolarisation (Monyer et al. 1992). Es
ist unwahrscheinlich, dass die Membran ableitende CIC-Neurone wéhrend der kurzen (0,2
s) elektrischen Stimulation des LL, koinzident iiber die spontanen APs im IC depolarisiert
war. Daflir spricht, dass spontane APs weder bei den GABAergen noch bei den glutamater-
gen IC-Neuronen in den Current-Clamp Experimenten detektiert wurden. Des Weiteren gibt
es zwar Indizien, dass explizit im IC die NMDA-Rezeptoren in der Ndhe des Ruhememb-
ranpotentials und auch bei pharmakologisch blockierten AMPA-Rezeptoren aktivierbar sind
(Kelly and Zhang 2002, Ma et al. 2002, Sivaramakrishnan and Oliver 2006). Dennoch hitte
die Aktivierung der NMDA-vermittelten Strome die EPSC mit deutlich langsameren Abfall-
zeitkonstanten (> 10 ms) als hier gemessen (< 5 ms), hervorgebracht (Monyer et al. 1992,
Ma et al. 2002, Wu et al. 2004). Und zuletzt, da eine Reduktion der synaptischen Ubertra-
gung via NMDA-Rezeptoren im IC wihrend der postnatalen Entwicklung gezeigt wurde
(Wenzel et al. 1996, Ma et al. 2002), konnte der Anteil der NMDAR-vermittelten Strome in

den hier verwendeten jungen adulten Tieren (P22-28) relativ gering gewesen sein.
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4.2.2 Mogliche feed-forward Erregung der GABAergen und direkte Erregung der glu-

tamatergen CIC-Neurone iiber Lemniscus lateralis

Stimulation der Axonen im Lemniscus lateralis (im DNLL-Bereich) evozierte in den meisten
glutamatergen CIC-Neuronen, unabhédngig von der Stimulationsstirke, EPSCs und APs mit
einem relativ kurzen Median der Latenz (< 5 ms), was auf die direkten glutamatergen Ein-
ginge aus dem LL hindeutet (Abb. 25, B). In GABAergen CIC-Neuronen traten interessan-
terweise die evozierten EPSCs mit einem deutlich ldngeren Median der Latenz sowie hohe-
rem Variationskoeffizient der Latenz auf. Auch der Median der AP-Latenz war bei den meis-
ten GABAergen Neuronen fast doppelt so lang im Vergleich zu den glutamatergen Neuro-
nen. Dies konnte darauf deuten, dass die aufsteigende liber LL Erregung iiber mehr als eine
Synapse (engl. feed-forward Verschaltung), also iiber die IC-Interneurone, an die GABAer-
gen CIC-Neurone weitergeleitet wird (Abb. 25, A). Einzelne wenige GAGAerge Neurone
erhalten womdoglich nur direkte oder beides: direkte und feed-forward Eingénge aus dem LL,
denn sie weisen einen mit glutamatergen Neuronen vergleichsweise kurzen Median der
EPSC- oder AP-Latenz auf. So kdnnte es auch vice versa fiir einige glutamaterge Neurone
feed-forward Verschaltung gelten.

Viele Studien in vitro zeigen, dass eine Stimulation der Fasern des LL sowohl exzitatorische
(iiber AMPA-und NMDA-Rezeptoren) als auch inhibitorische (iiber GABAAa- oder Glycine-
Rezeptor) postsynaptische Strome in den CIC-Neuronen hervorruft (Wagner 1996, Moore
et al. 1998, Reetz and Ehret 1999, Ma et al. 2002, Sivaramakrishnan and Oliver 2006). Dabei
wurde gezeigt, dass die IPSC den EPSC folgen (A), dass die Eliminierung der GABAA und
Glycine-Rezeptor vermittelten Inhibition die Latenz der EPSC in CIC-Neuronen verldngert
(B) und dass eine Blockade der AMPA-Rezeptoren die spdten IPSC eliminiert (D) (Wagner
1996, Moore et al. 1998, Ma et al. 2002). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Sti-
mulation des LL eine feed-forward Inhibition im IC aktiviert. Die Experimente der vorlie-
genden Arbeit wurden mit pharmakologischer Blockierung der Inhibition durchgefiihrt und
zeigten, konsistent mit den o.g. Studien, dass AMPA-Rezeptor-EPSCs eine lange Latenz bei
einem Teil der CIC-Neurone (GABAerge Neurone) aufweisen (vgl. 5-10 ms, (Moore et al.
1998)). Wagner zeigte bei 5 von 10 CIC-Neuronen, dass das Blockieren der GABAAa-
Rezeptoren eine deutliche Verldngerung der EPSC-Latenz zu Folge hat (Wagner 1996). Es
ist somit mdglich, dass die CIC-Neurone mit der Langen EPSC-Latenz aus der Studie von
Wagner die GABAergen Neurone der vorliegenden Arbeit reprisentieren und dass die Neu-
rone mit EPSC-Latenz kleiner als 5 ms den glutamatergen Neuronen entsprechen. Ferner
konnte der Fund der o.g. Studien, dass die IPSC den EPSC folgen (A) als eine iiber mehrere
Synapsen verzdgerte Signalweiterleitung zu den GABAergen Neuronen interpretiert werden
und somit fiir die feed-forward Erregung der GABAergen Neurone plddieren. Ferner konnte
das gezeigte Phdnomen in o.g. Studien: Die Verldngerung der EPSC-Latenz nach der Blo-

ckade der Inhibition (D), als indirekter Hinweis auf die mogliche feed-forward Erregung aus
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dem LL gelten. Denn in einem IC-Netzwerk, in welchem die glutamatergen Interneurone
den GABergen Neuronen vorgeschaltet sind (Ito and Oliver 2014, Ito et al. 2015) und ihrer-
seits auch eine lokale Inhibition erhalten, wére die Verlangerung der EPSC-Latenz in GA-
BAergen Neuronen zu erwarten, alsbald die Inhibition am Gehirnschnitt blockiert ist. In der
Tat wurde die feed-forward Inhibition aus dem DCN fiir bestimmte glutamaterge IC-
Neurone (VIP-Neurone) bereits gezeigt (Goyer et al. 2019). AuBBerdem sprechen fiir die
Plausibilitét solcher Verschaltungen Ergebnisse von Sturm und Kollegen, die zeigten, dass
die Balance zwischen Inhibition und Exzitation an glutamatergen Neuronen im CIC stark in

Richtung von der Inhibition verschoben ist (Sturm et al. 2017).

Der Ursprung der erregenden Eingdnge an den inhibitorischen und exzitatorischen Neuro-
nen ist unterschiedlich. Elektrophysiologische Experimente in der hier vorliegenden Arbeit
geben Indizien dafiir, dass erregende Eingédnge an GABAergen Neuronen einen polysynap-
tischen Ursprung haben konnten. Die Eingidnge an den exzitatorischen Neuronen sind statt-
dessen vermutlich eher von monosynaptischer Natur. Dafiir sprechen folgende Funde: Der
Variationskoeffizient der Stromamplitude der evozierten EPSCs und mEPSCs in den inhibi-
torischen Neuronen war deutlich hoher (> 0,5) als in den exzitatorischen Neuronen. Die mE-
PSCs traten bei den inhibitorischen Neuronen 6fter als bei den exzitatorischen Neuronen auf.
Die Standardabweichung der Latenz der evozierten EPSCs war bei den inhibitorischen Neu-
ronen deutlich hoher als bei exzitatorischen. Ferner korrelierten in GABAergen Neuronen
0.g. EPSC-Parameter mit der Expression des VGIluT2 in den vielen perisomatischen Synap-
sen. Die VGIuT2-Expression gibt den Anlass die hier gezeigten GABAergen Neurone mit
den gut charakterisierten LG-Neuronen im IC (engl. large GABAergic neuron, (Ito et al.
2009, 2015, Ito and Oliver 2014)) zu assoziieren, denn Letztere zeigen auch viele VGIluT2-
positive Einginge um ihre Somata. Erkenntnisse iiber LG-Neurone stehen im Einklang mit
der Hypothese der polysynaptischen Eingédnge an GABAergen Neurone. Denn zum einen
weisen LG-Neurone insgesamt deutlich mehr axo-somatische und axo-dendritische erre-
gende Eingénge als glutamaterge oder GABAerge Neurone ohne VGluT2-positiven Synap-
sen auf (Ito et al. 2009, Ito 2020). Zum anderen stammen die somatischen erregenden Ein-
ginge an LG-Neuronen sowohl von den lokalen und kontralateralen IC-Neuronen als auch
von den auditorischen Nuklei, die dem IC vorgeschaltet sind (CN — iiberwiegend DCN; LL
— iiberwiegend INLL; sowie SOC). Alle diese Eingdnge kdnnen an einem LG-Neuron kon-
vergieren (Ito and Oliver 2014, Ito et al. 2015). Diese Indizien unterstiitzen auch die An-
nahme, dass die GABAergen CIC-Neurone feed-forward Erregung via lokaler glutamaterger
Neurone aus dem LL erhalten, wobei auch eine direkte Erregung aus dem LL die CIC-
Neurone erreichen kann (Abb. 25, A). Warum mdgliche direkte Einginge an diesen Neuro-
nen kaum in Experimenten aktiviert werden konnten, wird in auf Seite 100 behandelt.
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Die glutamatergen Eingdnge an den exzitatorischen IC-Neuronen sind im Vergleich zu GA-
BAergen Neuronen viel weniger untersucht. Der Fund der vermutlich iiberwiegend monosy-
naptischen Erregung aus dem LL an glutamatergen CIC Neuronen wird indirekt iiber die
Studie von Sturm und Kollegen unterstiitzt. Sie zeigen, dass die Balance zwischen lokaler
Inhibition und Exzitation bei glutamatergen CIC-Neuronen deutlich auf der Seite der Inhi-
bition liegt (Sturm et al. 2017). Dies konnte im Umkehrschluss darauf deuten, dass die glu-
tamatergen Neurone nicht liber feed-forward Verschaltung (iiber die lokalen glutamatergen
IC-Neurone), sondern direkt von den IC vorgeschalteten Kerngebieten, erregt werden. Auch
die Studie von Chen und Kollegen zeigt, dass glutamatrege CIC-Neurone weniger intrinsi-
scher Konnektivitit als GABAerge Neurone aufweisen (Chen et al. 2018). Eine weitere Stu-
die zeigt, dass Stimulation vom Brachium des IC AMPA-Rezeptor vermittelten APs im
MGB mit relativ kurzer Latenz hervorruft (Hu et al. 1994). Dies konnte auf eine monosy-
naptische Verschaltung zwischen IC und MGB hindeuten. Der Ursprung der direkten Ein-
génge an glutamatergen Neuronen kann in vielen dem IC-vorgeschalteten bilateralen Kern-
gebieten liegen. Dies konnen INLL, DCN, LSO und VCN (AVCN und PVCN) sein (Ito and
Oliver 2010, Chen et al. 2018). Dabei erhalten die exzitatorische CIC-Neurone (IC-core
Neurone, engl.) Eingdnge von unterschiedlichen Kombinationen der Nuklei, wihrend inhi-
bitorische CIC-Neurone die gleiche Kombination der Eingénge erhalten (Chen et al. 2018).
Des Weiteren ist es nicht ausgeschlossen, dass die erregenden Eingénge an den glutamater-
gen Neurone einen polysynaptischen Ursprung haben kdnnten. Denn sollten viele Eingénge
synchron aktiviert werden, wiirde die Standardabweichung der EPSC-Latenz gering ausfal-
len. Dennoch erhalten die glutamaterge Neurone deutlich weniger axo-somatische und axo-
dendritische erregende Eingédnge als GABAerge Neurone im CIC (Ito 2020). Ferner, da ei-
nige wenige glutamatergen Neurone EPSCs und APs mit langer Latenz erhalten (dhnlich zu
der Mehrheit der GABAergen Neurone) konnte vermutet werden, dass eine kleine Popula-
tion der glutamatergen Neurone eine feed-forward Erregung erhélt. Aufgrund einer zu klei-
nen Stichprobe ist es jedoch nicht mdglich diese Neurone als eine separate Gruppe zu be-

nennen.
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Abb. 25. Schematische Darstellung der Literaturdaten (kursiv) und Gesamtergebnisse: Expression
der AMPA-Rezeptoren mit der Glutamatrezeptor 4 Untereinheit (GluR4, griin) und des vesikuldren
Glutamamtransporters 2 (VGIuT2, rot) in GABAergen (GABA, gelb) und glutamatergen (Glu, grau)
Neuronen im zentralen Nukleus des Colliculus inferior (CIC), sowie die mdgliche Verschaltung der
aufsteigenden glutamatergen Projektionen (grau) im IC-Netzwerk. Direkte glutamaterge Projektio-
nen zum IC stammen von intermedidren Nuklei des Lemniscus lateralis (INLL), der lateralen supe-
rioren Olive (LSO) sowie ventralen und dorsalen cochledren Nuklei (VCN und DCN) ab. Projektio-
nen, der lokalen Neurone, DCN, INLL, LSO konvergieren an den GABAergen Neuronen via soma-
tischen VGIluT2-positiven Synapsen (zur Ubersichtlichkeit sind nur Présynapsen abgebildet) (Ito
and Oliver 2010, 2014, Ito et al. 2015). (A) GABAerge CIC-Neurone mit somatischen VGluT2-
positiven Synapsen (rot) exprimieren GluR4-Rezeptoren (griin). Sie werden von den aufsteigenden
Projektionen sowohl iiber die lokalen IC-Neurone (feed-forward Erregung) als auch direkt erregt.
Expression von GluR4-Rezeptoren in den somatischen VGIuT2-positiven Synapsen sowie ob di-
rekte bzw. feed-forward Erregung aus LL iiber diese Synapsen erfolgt und ob gleichzeitige direkte
und feed-forward Erregung stattfindet ist unbekannt jedoch plausibel (A, Fragezeichen). (B) Gluta-
materge CIC-Neurone erhalten direkte erregende Eingédnge aus dem LL, sie exprimieren AMPA-
Rezeptoren ohne GluR4-Untereinheit. Die elektrische Stimulation der Fasern des LL erfolgte im
Bereich des dorsalen Nukleus des Lemniscus lateralis (DNLL ist inhibitorisch (Adams and Mugnaini
1984)). Die ,,VGIuT2- und positions-undefinierten Prasynapsen sind nur iibersichtlichkeitshalber
iiberall axo-somatisch dargestellt, genaue Position ist unbekannt. Weitere Erlduterungen sind dem
Text zu entnehmen.
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Die Lokalisation der Neurone im CIC hat einen Einfluss auf die Latenz der EPSP bei der
Stimulation des LL (Reetz and Ehret 1999, Chandrasekaran et al. 2013, Yassin et al. 2016).
Der dorso-ventrale Latenzgradient im CIC der Maus kann bis zu 4 ms betragen: ventral lo-
kalisierten Neurone verfiigen iiber eine kiirzere Latenz als die dorsal liegenden Neurone
(Reetz and Ehret 1999). Da in den o.g. Studien die Neurone unabhéngig von ihrem Neuro-
transmitterphédnotyp ausgewdhlt sind, konnte vermutet werden, dass die Mehrheit dieser
Neurone glutamaterge Neurone waren (nur ca. 25% aller IC-Neurone sind GABAerg (Mal-
mierca et al. 2005)). Somit wurden die Latenzgradienten in den o.g. Studien vermutlich iiber-
wiegend fiir die glutamaterge Neurone gezeigt. Dafiir spricht auch, dass der Median der
EPSC- und AP-Latenz der meisten GABAergen Neurone aus der hier vorliegender Arbeit in
einem Bereich liegt, der liber 4 ms hinausgeht. Ein dorso-ventraler Latenzgradient bei den
Antworten der IC-Neurone auf die akustischen Stimuli (charakteristische Frequenz) wurde
ebenfalls bereits gezeigt (Ono et al. 2017). Die Ausprdgung von diesem Latenzgradienten
(von 14 bis 34 ms) war zwischen den GABAergen und glutamatergen IC-Neuronen jedoch
nicht unterschiedlich. Die o.g. Studie wurde ohne pharmakologische Blockade der Inhibition
in einem intakten Gehirn durgefiihrt. Dies konnte den Unterschied zu der vorliegenden Stu-
die erkldren, denn hier waren nur erregenden Eingédnge von dem LL zum IC aktivierbar.
Zumal iibt Inhibition einen deutlichen Einfluss auf die Latenz der Antworten in IC-Neuronen
in vivo aus (Park and Pollak 1993).

4.2.3 GABAerge CIC-Neurone mit VGluT2-positiven perisomatischen Synapsen als
mogliches Ziel der feed-forward Erregung aus dem LL

Ein weiterer interessanter Fund besteht darin, dass die GABAergen CIC-Neurone, die Ex-
pression des vesikuldren Glutamattransporters 2 (VGluT2) in perisomatischen Synapsen auf-
weisen, die EPSCs mit einer schnellen Stromkinetik und langer variabler Latenz zeigen,
wenn der Lemniscus lateralis stimuliert wird. Dies deutet darauf hin, dass eine relativ gut
charakterisierte Population der GABAergen CIC-Neurone — LG-Neurone (engl. large GA-
BAergic neuron, (Ito et al. 2009, 2015, Ito and Oliver 2014) die Erregung aus dem LL (a)
iiber mehr als eine Synapse (iiber feed-forward Verschaltung) und (b) iiber die schnellen
GluR4-UE-beinthaltenden AMPA-Rezeptoren erhalten (Abb. 25, A).

Anhand der Expression von VGIuT2 in den perisomatischen Synapsen konnten die GABA-
ergen Neurone im CIC in Gruppen aufgeteilt werden. Zum einen sind es die groBe GABA-
ergen Neurone, die VGluT2-positive perisomatische Synapsen (LG-Neurone, Somadurch-
messer > 16,5 um) aufweisen, zum anderen sind es kleinere GABAerge Neurone (engl. small
GABAergic neurons, SG-Neurone, Somadiameter < 10,7 pm) ohne diese Synapsen. Die GA-
BAergen Neurone mit intermediirem Somadurchmesser haben gemischte Eigenschaften in
Bezug auf die Prasenz der perisomatischen VGIluT2-positiven Synapsen (Ito et al. 2009).
Die LG-Neurone machen ca. 50% (berichtigt 73%) aller GABAergen Neurone im CIC der
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Ratte aus (Ito et al. 2009, Ito and Oliver 2012), in Meeresschweinchen sind es dennoch nur
39% (Beebe et al. 2016). Eine Quantifizierung der VGIluT2-Immunreaktivitit im Maus-
stamm der vorliegenden Arbeit zeigt konsistent mit den Arbeiten von Ito und Kollegen (Ito
et al. 2009, Ito and Oliver 2012), dass ca. 2/3 der GABAergen CIC-Neurone (unabhéngig
vom Somadurchmesser) perisomatische VGluT2-positive Synapsen aufweisen. Aullerdem
sind grof3e Neurone (Somadurchmesser >17 um) fast immer von VGIluT2-positiven Synap-
sen umgeben. Dariiber hinaus zeigten die meisten GABAergen Neurone, welche wihrend
der Ableitung mit Lucifer Yellow markiert wurden, viele somatische VGIuT2-positive Ein-
ginge. Alle diese Indizien sprechen dafiir, dass die GABAergen CIC-Neurone, die in Expe-
rimenten in der vorliegenden Arbeit beschrieben wurden, grof3tenteils den GABAergen Neu-

ronen mit somatischen VGluT2-positiven Synapsen angehdren.

Bei der Annahme, dass die hier gezeigten GABAerge Neurone Eigenschaften der LG-
Neurone teilen konnten, erscheint die feed-forward Erregung an diesen Neuronen aus dem
LL insofern plausibel, da die LG-Neurone Eingéinge von den lokalen glutamatergen Neuro-
nen erhalten (Ito and Oliver 2014, Ito et al. 2015). Andererseits erhalten die LG-Neurone
auch direkte bilaterale glutamatergen Eingidnge von den IC-vorgeschalteten auditorischen
Kerngebieten (DCN: iiberwiegend kontralateral, INLL: ipsilateral, SOC: bilateral) Dabei
konnen diese Eingidnge zusammen mit Eingéingen von lokalen Neuronen an den gleichen
Neuronen konvergieren (Ito and Oliver 2014, Ito et al. 2015). Somit stellt sich folgende
Frage: Warum aktivierte die Stimulation vom LL in Experimenten kaum direkte Eingdnge an
den GABAergen Neuronen mit VGIluT2-positiven somatischen Synapsen? Resultate der Ex-
perimente schlieBen die Moglichkeit der direkten oder auch dualen: direkten und feed-for-
ward Signallibertragung zwischen LL und IC-Neuronen nicht aus (Abb. 25, A). So zeigt das
gewichtete PSTH fiir EPSC-Zeitpunkte zwei EPSC-Héaufigkeitsmaxima bei den GABAer-
gen Neuronen: im Latenzfenster von 2-4 ms und 4-8 ms (Abb. 20, C). Das erste Maximum
bildet vermutlich die Aktivierung der direkten Eingédnge (von DCN, INLL, SOC) ab. Warum
jedoch konnte nur bei wenigen GABAergen Neuronen (1 von 11) APs mit kurzer Latenz (<
4 ms), was auf die direkten Eingédnge hindeutet, hervorgerufen werden? Ein denkbarer Grund
dafiir konnte die unterschiedliche Starke der direkten und indirekten Eingéinge an GABAer-
gen Neuronen sein. In der Tat variierte die Amplitude der evozierten EPSCs bei den meisten
GABAergen Neuronen sehr stark (Variationskoeffizient > 0,5). So war die EPSC-Amplitude
im Latenzfenster von 2-4 ms (EPSC von vermutlich direkten Eingéingen) tendenziell niedri-
ger als bei 4-8 ms (EPSC von vermutlich indirekten Eingidngen). Andererseits sind die
VGluT2-positiven synaptischen Endigungen von DCN, INLL, SOC an LG-Neuronen gréfer
im Vergleich zu den lokalen IC-Endigungen (Ito et al. 2015). Demzufolge kdnnten {iberwie-
gend diese direkten Eingdnge zum Hervorrufen eines AP beitragen. Ein anderer Faktor: Ex-
perimentelle Bedingungen, die eventuell Koinzidenz und/oder Konvergenz der erregenden
Eingéinge beeintrachtigen und dadurch lange und variable AP-Latenz hervorrufen. Die DCN,

INLL, SOC und lokalen IC-Neurone bilden jeweils eine ungefahr gleiche und relativ kleine
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Anzahl der axo-somatischen Endigungen (1-7 pro Quelle) an den Soma der LG-Neurone (Ito
et al. 2015). Somit braucht es vermutlich einer starken Koinzidenz oder Aktivierung einer
bestimmten Anzahl der Eingéinge von unterschiedlichen Kerngebieten, um einen AP zu her-
vorrufen. Es ldsst sich vermuten, dass an einem koronalen Schnitt, wobei einige aufsteigende
Projektionen zum IC abgetrennt sind, eine solche Koinzidenz oder Konvergenz zumindest
beeintriachtigt ist. Eine weitere experimentelle Bedingung ist die pharmakologisch unterbun-
dene inhibitorische Signaltransduktion. So wurde gezeigt, dass die Latenz der Antworten der
IC-Neurone auf akustische Reize durch die lokale Zugabe der Antagonisten der GABAa-
Rezeptoren bei der Hélfte der Neurone verkiirzt wird (Park and Pollak 1993). Die Latenz der
Antworten der GABAergen (LG und SG-Neurone) und glutamatergen Neurone auf akusti-
sche Stimuli, die ohne Einsatz der Inhibitionsblocker gemessen wurde, ist zwar sehr variabel
(5-20 ms) jedoch nicht unterschiedlich zwischen beiden Neuronengruppen (Ito 2020). Diese
Indizien konnten auf den malgeblichen Einfluss der Inhibition auf den zeitlichen Verlauf
der Erregungseiterleitung in einem intakten Gehirn hindeuten. Des Weiteren gibt es Indizien,
dass auch der Schnittwinkel der Gehirnschnitte einen Einfluss darauf haben kann, ob direkte
oder indirekte Eingénge bei der Stimulation vom LL im IC aktiviert werden. In der vorlie-
genden Studie reprasentieren die koronale Gehirnschnitte (116° zur Langsachse, siche Me-
thodik) die fibro-dendritischen Laminae iiber ihren Querschnitt. Sivaramakrishnan und Oli-
ver setzen einen Schnitt in transversaler Ebene, sodass ganze fibro-dendritische (isofre-
quente) Lamina und viele Eingéinge aus dem LL intakt im Gehirnschnitt liegen bleiben (Si-
varamakrishnan and Oliver 2006). Diese Experimente zeigen, dass die Stimulation des LL
in den IC-Neuronen postsynaptische Potentiale mit einer kurzen Latenz (ca. 5 ms) auftreten
lasst, wenn die Inhibition pharmakologisch blockiert ist. Dies deutet auf die Aktivierung der
direkten Eingdnge im IC. Eine Wiederholung der EPSC- und AP-Latenzmessungen vorlie-
genden Arbeit in transversalen Schnitten wiirde eventuell das Verhéltnis zwischen den di-
rekten und feed-forward Erregung an den LG-Neuronen autkldren. Dariiber hinaus wire ein
solches Experiment von Interesse, denn fibro-dendritischen Lamina stellt ein eigenes funk-
tionelles Netzwerk innerhalb des IC dar. So zeigen Ito und Oliver, dass viele LG-Neurone
(9-30), die innerhalb einer fibro-dendritischen (isofrequenten) Lamina liegen, Eingéinge von
einem lokalen exzitatorischen Neuron erhalten kénnen (Ito and Oliver 2014). Uberdies wer-
den CIC-Neurone iiberwiegend von den lokalen inhibitorischen und exzitatorischen Neuro-

nen kontaktiert, die in der gleichen fibro-dendritischen Lamina liegen (Sturm et al. 2014).

Die Verkniipfungen der LG-Neurone im dorsalen IC (DIC) und CIC scheinen unterschied-
lich zu sein. Im DIC konnten keine monosynaptischen Verschaltungen zwischen den be-
nachbarten DIC-Neuronen (ohne Bestimmung des Neurotransmitterphdnotyps) anhand der
doppelten Ableitungen der benachbarten Neurone und akustischen Stimulation nachgewie-
sen werden (Geis et al. 2011). Eine weitere in vivo Studie zeigt, dass akustische Stimulation
EPSCs und APs mit einer kurzen Latenz in LG-Neuronen im DIC hervorruft (Geis and Borst

2013). Ferner konnten IPSCs mit einer kurzen Latenz an den MGB Neuronen wéhrend der
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Stimulation vom Brachium des IC registriert werden, sowie gezeigt werden, dass die EPSCs
den IPSCs folgen (Peruzzi et al. 1997). Ergebnisse dieser Studien erlauben LG-Neurone im
DIC als Quelle der schnellen direkten Inhibition zu MNTB zu diskutieren. Injektionen eines
retrograden Tracers in den MGB zeigen, dass ca. 82% der markierten im CIC GABAergen
Neurone VGIluT2-positive perisomatische Synapsen aufweisen (Ito et al. 2009). Somit pos-
tulieren Ito und Kollegen, dass die Mehrheit der GABAergen CIC-Neurone mit VGluT2-
positiven perisomatischen Synapsen, dhnlich wie die DIC-Neurone direkt zu MGB projizie-
ren und somit die Quelle der schnellen Inhibition in MGB darstellen (Ito et al. 2016). Den-
noch ist es zu betonen, dass in 0.g. Studie die mit dem Tracer markierten Neurone nicht in
Relation zu der Gesamtpopulation der GABAergen Neurone, die VGluT2-positive periso-
matischen Synapsen aufweisen gesetzt wurde. Aulerdem wurden die GABAergen Neurone
mit den mittlerem Somadurchmesser (10,5-16,5 uM) kaum charakterisiert. Ferner wurde im
Kontrast zu Arbeiten von Ito und Kollegen im IC gezeigt, dass die Mehrheit der zu MGB
projizierenden GABAergen IC-Neurone keine VGluT2-positiven perisomatischen Synapsen
aufweisen (Beebe et al. 2018). Einige elektrophysiologische Studien zeigen, dass die Inhibi-
tion aus dem IC nicht immer vor der Exzitation in MGB eintrifft (Bartlett and Smith 1999).
Diese Indizien deuten auf eine unterschiedliche Verschaltung der GABAergen Neurone im
CIC und DIC hin. In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Mehrheit der GABAergen CIC-
Neurone mit VGluT2-positiven perisomatischen Synapsen (a) lange EPSC-Latenz und (b)
mittlere bis grole Somadurchmesser (13-21 pm) gezeigt. Dies ldsst vermuten, dass erre-
gende feed-forward Verschaltung dieser CIC-Neurone eine besondere Eigenschaft der CIC-
Region sein konnte. Eine der letzten Studien unterstiitzen indirekt diese Annahme, denn CIC
und DIC unterscheiden sich wesentlich in ihrem anatomischen Aufbau und der Kombination
der auf- und absteigenden Projektionen: Wéhrend der Cortex vom IC (CIC) iiberwiegend
Eingénge aus dem LL erhélt, werden im IC-Shell (inklusive DIC) iiberwiegend die nicht-
LL-Projektionen eingespeist (Chen et al. 2018).

Verkniipfungen und Rezeptoren der GABAergen CIC-Neurone ohne VGluT2-positive Synap-
sen (dhnlich den SG-Neuronen (Ito et al. 2009)) sind noch unerforscht. Wie bereits erwihnt
sind diese Neurone voraussichtlich mit nur ca. 10% in der Stichprobe enthalten. Nur ein
solcher Neuron konnte abgeleitet werden. Auf Grund auffallenden Ahnlichkeit dieses ein-
zelnen Neurons zu den glutamatergen Neuronen: langsame EPSC-Abfallzeitkonstanten und
kurze und wenig variable EPSC-Latenz (Abb. 24.), ldsst sich nur eine Hypothese aufstellen.
Ob diese CIC-Neurone eine andere Verschaltung der erregenden Eingédnge aus dem LL (di-
rekt und monosynaptisch?) sowie anders zusammengesetzte AMPA-Rezeptoren (nicht-
GluR4?) als die GABAergen Neurone mit VGluT2-positiven Synapsen aufweisen konnten?
Die Unterschiede zwischen beiden Neuronengruppen konnten erwartet werden. Denn SG-
Neuronen zeigen teilweise Gemeinsamkeiten mit den glutamatergen Neuronen beziiglich
ithrer Antworten auf frequenz-modulierte akustische Stimuli, die Bandbreite der Tuningkur-

ven und die Anzahl der axo-dendritischen und axo-somatischen Einginge (Ito 2020).
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4.3 Schnelle AMPA-Rezeptoren und langsame Ih-Strome in inhibitorischen

CIC-Neuronen mit somatischen VGluT2-positiven Eingiéingen

Die vorliegende Arbeit charakterisiert GABAerge CIC-Neurone iiber die physiologischen
Merkmale, die etwas gegensitzlich erscheinen. Einerseits erhalten diese Neurone vermutlich
polysynaptische Eingidnge aus dem LL iiber schnelle AMPA-Rezeptoren (GluR4), anderer-
seits zeichnet sie die Abwesenheit der schnellen HCN1-Kanile und eine Prasenz der lang-
samen HCN4-Kanéle in ihren Membranen aus. Die GABAergen Neurone mit den VGIuT2-
positiven perisomatischen Eingéingen stellen, wie bereits erldutert, vermutlich einen GroBteil
der Stichprobe der vorliegenden Arbeit dar und konnen die Eigenschaften der LG-Neurone
(Ito et al. 2009, Ito and Oliver 2012) teilen. Deswegen lassen sich die langsame Th-Strome
und schnelle AMPA-Rezeptoren in Zusammenhang mit dem Konvergieren erregender Ein-
génge von unterschiedlichen Quellen an den Somata der LG-Neurone (Ito and Oliver 2014,
Ito et al. 2015) diskutieren. An dieser Stelle ist zu betonen, dass Koprisenz von GluR4 und
VGIuT2 in den perisomatischen Synapsen an den GABAergen-Neuronen (LG-Neuronen)
noch nicht belegt ist (Abb. 25, A, Fragezeichen).

Da die Somata der LG-Neurone von zahlreichen VGluT2-positiven Synapsen umgeben ist
(bis zu 30), wobei davon nur jeweils eine geringe Anzahl der erregenden Eingédnge von ei-
nem auditorischen Krengebiet abstammen (Ito and Oliver 2014, Ito et al. 2015) sowie ins-
gesamt deutlich mehr axo-dendritische und axo-somatische erregende Eingénge als die glu-
tamatergen und SG-Neurone aufweisen (Ito 2020), konnten diese Neurone vor zwei gegen-
sitzlichen Herausforderungen stehen. Einerseits konnte es die Ubererregung wegen vielen
erregenden Eingédngen sein und andererseits — die Integration eben dieser Eingédnge. Fiir eine
mogliche Ubererregung spricht, dass GABAerge Neurone in vivo eine hdhere Rate der spon-
tanen APs als glutamaterge Neurone aufweisen (Ono et al. 2017). Da der AP-Schwellenwert
bei den meisten GABAergen Neuronen negativer als -40 mV liegt (Daten nicht gezeigt) und
das Umkehrpotential des Th-Stromes zwischen -35 und -40 mV liegt (Bal and Oertel 2000,
Funahashi et al. 2003), wire anzunehmen, dass gro3er langsamer [h-Strom stabilisierend auf

das Membranpotential der LG-Neurone wirkt.

Eine hohe Standardabweichung der EPSC-Latenz und AP-Zeitpunkte bei Wiederholung der
LL-Stimulation in Experimenten der vorliegenden Arbeit spricht fiir die Komplexitédt der
zeitlichen Integration der erregenden Eingédnge bei LG-Neuronen. Es stellt sich die Frage,
ob die Th-Strome in LG-Neuronen Koinzidenzdetektion der schnellen (GluR4-vermittelten)
postsynaptische Strome, die mit unterschiedlicher Latenz eintreffen, begiinstigen. Die Be-
teiligung der Th-Strome wire bei dieser Aufgabe denkbar, denn sie die zeitliche Summation
der exzitatorischen (und inhibitorischen) synaptischen Eingénge herabsetzen (Koch and
Grothe 2003, Nagtegaal and Borst 2010, Khurana et al. 2011). Dabei fiihren die groen und
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schnell-aktivierenden Th-Strome zu einer relativ niedrigen zeitlichen Integration der synap-
tischen Eingédnge, was eine genauere Transmission des zeitlichen Musters der akustischen
Signale zu Folge hat und Koinzidenzdetektion begiinstigt (Khurana et al. 2012; Oertel 1999).
Ono und Kollegen konnten bei der Hélfte der GABAergen CIC-Neurone eine Sensitivitdt zu
den interauralen Laufzeitunterschieden (ITD) zeigen (Ono et al. 2020). Deswegen und auf
Grund der Konvergenz vieler axo-somatischer und axo-dendritischer Eingénge, sowie
GluR4-Expression, konnten die LG-Neurone im CIC mit den Octopus-Neuronen im PVCN
verglichen werden. Die Letzteren integrieren zahlreiche axo-somatische Eingéinge vom au-
ditorischen Nerv (Golding et al. 1995) und exprimieren schnelle GluR4-Rezeptoren (und
kaum langsame GIuR2) (Schwartz et al. 2000). Dabei tragen die schnellen HCN1-Kanéle
und die bei niedrigen depolarisierenden Spannungen aktivierenden K'-Kanile (engl., low
voltage activated potassium channels, K1) (Bal and Oertel 2000) dazu bei, diese Eingénge
auf einer feinen Zeitskala zu integrieren. Denn beide Kanile senken den Membraneingangs-
widerstand, was seinerseits die Membranzeitkonstanten beschleunigt (ca. 200 ps) und folg-
lich zu einer kurzen Integrationszeit (ca. 1 ms) fiihrt (Golding et al. 1995, 1999). Dennoch
exprimieren die GABAergen CIC-Neurone im Gegensatz zu den Oktopus-Neuronen keine
schnellen HCN1- sondern langsamere HCN4-Kanidle und zeigen folglich langsame Ih-
Strome. Ferner zeigen sie auch weder die schnellen Membranzeitkonstanten noch die nied-
rigen Eingangswiderstdnde im Vergleich zu den glutamatergen Onset-Neuronen im CIC,
was auch von anderen Autoren bestitigt wird (Ono et al. 2005). Dariiber hinaus wurde ge-
zeigt, dass glutamaterge Neurone im IC besser auf die mit einer hohen Frequenz amplituden-
modulierten Tone als die GABAergen Neurone folgen konnen (Ono et al. 2017). Deswegen
scheinen die LG-Neurone, nicht die besten Kandidaten fiir einen moglichen Koinzidenzde-
tektor im IC zu sein und somit womdglich nicht den ITD-sensitiven GABAergen CIC-
Neuronen aus der Studie von Ono und Kollegen anzugehoren (Ono et al. 2020). Eine weitere
Studie im IC unterstiitz diese Schlussfolgerung. Demnach verringert Ih die zeitliche Sum-
mation der evozierten EPSP vor allem in den Neuronen mit Onset und adaptierendem Feu-
ermuster, die den niedrigen Eingangswiderstand, das depolarisierende Ruhemembranpoten-
tial sowie die schnelle Th-Kinetik aufweisen (Koch and Grothe 2003). GABAerge Neurone
in der vorliegenden Arbeit teilen groftenteils nicht die Eigenschaften dieser Neurone. In
dieser Hinsicht passen viel mehr die glutamatergen Onset-Neurone mit schnellen [h-Strémen
auf diese Rolle, zumal die glutamatergen IC-Neurone ca. zur Hilfte sensitiv zu den ITDs
sind (Ono et al. 2020). Auch im Vergleich zu den Koinzidenzdetektoren — den priméren
Neuronen von MSO (Grothe et al. 2010) zeigen LG-Neurone nicht viele Ahnlichkeiten, denn
die letzteren exprimieren keine HCN1-Kanéle, wihrend die zuerst genannten HCN1 und
HCN4-Kanélle bei jungen adulten Tieren (>P18) aufweisen (Khurana et al. 2012). Dennoch
konnte bei LG-Neuronen dhnlich zu den priméaren Neuronen der MSO Kinetik ihrer HCN4-
vermittelten Th-Strdme via den second messenger beschleunigt werden (Khurana et al. 2012)

und eventuell auf solche Art und Weise die Koinzidenzdetektion beglinstigen.
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Andererseits ist denkbar, dass trotz des Konvergierens vieler erregender Eingénge von loka-
len Neuronen und vorgeschalteten auditorischen Nuklei an den Somata der LG-Neurone (Ito
and Oliver 2014, Ito et al. 2015), das Erreichen des AP-Schwellenwertes aus folgenden
Griinden erschwert ist. Zum einen bilden die DCN, INLL, SOC und lokale IC-Neurone je-
weils ungefahr eine gleiche und relativ kleine Anzahl an axo-somatischen Endigungen (1-7
pro Quelle) am Soma eines LG-Neurons (Ito et al. 2015). Zum anderen treten die evozierte
tiber LL-Stimulation EPSCs mit einer sehr variablen Latenz und Amplitude ein (Experi-
mente der vorliegenden Arbeit). Und zuletzt sind die Somata der LG-Neurone deutlich gro-
Ber als die der GABAergen Neurone ohne VGLuT2-positive Synapsen und als die der glu-
tamatergen Neurone (Ito et al. 2009, Beebe et al. 2016, Ito 2020), was zu folge eine hdhere
Zellmembrankapazitit im Vergleich zu glutamatergen Neuronen hat (Daten sind nicht ge-
zeigt). Dies konnte bedeuten, dass erst bei Aktivierung eines bestimmten Kontingentes (An-
zahl) der Eingdnge bzw. Summation dieser zeitversetzten Eingénge die hohe Zellmemb-
rankapazitét iiberwunden werden kann. Im weiteren Sinne heif3t es, dass nicht koinzidente,
sondern eine konvergente Aktivierung mehrerer Eingdnge zu einem AP-Fiihrt. Da die lang-
samen [h-Strome zeitliche Integration (Summation) der Antworten auf sinusformig amplitu-
den-modulierte Stimuli mehr als die schnellen Th-Strémen begiinstigen (Nagtegaal and Borst
2010), wire denkbar, dass die langsame HCN4-vermittelten Th-Strome die Amplitude der
kumulativen EPSP in LG-Neuronen erhéhen und somit die Wahrscheinlichkeit der AP-
Entstehung steigern. Wobei die Genauigkeit der Transmission des zeitlichen Signalverlaufs
darunter leiden wiirde. In der Tat sind GABAerge Neurone weniger sensitiv zu den amplitu-
den-modulierten Ténen als die glutamatergen Neurone (Ono et al. 2017). Dafiir sind sie aber
mehr sensitiv zu den frequenz-modulierten akustischen Stimuli als die glutamatergen und
die SG-Neurone (Ito 2020). Somit kdnnte vermutet werden, dass ein langsamer [h-Strom in
LG-Neuronen umso weniger die zeitliche Koinzidenz der schnellen GluR4-vermittelten Ein-
génge, desto mehr die Summation dieser zeitlich versetzten Eingéinge begiinstigt und der Art

zur Integration der akustischen Informationen beitragt.

4.4 Ausblick

Hier ist es gelungen, anhand eines optogenetischen Einsatzes in einem transgenen Mausmo-
del unterschiedliche physiologische und molekulare Merkmale mit dem Neurotransmitter-
phénotypen der IC-Neurone zu korrelieren. Dies zeigt ein groB3es Potential eines solchen
methodischen Vorgehens. Bei der weiteren Erforschung der Verschaltungen, Synapsen und
Funktionalitit des IC-Netzwerks konnte die gezielte Aktivierung einzelner inhibitorischer
(in VGAT-ChR2-EYFP Mausmodel (Zhao et al. 2011)) oder exzitatorischer Neurone oder
Synapsen (in VGIuT2-ChR2-EYFP Mausmodell (Hagglund et al. 2010)) via ChR2 erwogen
werden. Die vorliegende Arbeit und letzte Studien (Beebe et al. 2016, 2018, Goyer et al.
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2019, Ito 2020) zeigen, dass eine Auftrennung der IC-Neurone in Gruppen anhand der mo-
lekularen Marker ein grofles Potential hat. Ferner, auf der Basis solcher Marker, die eine
spezifische Neuronengruppe charakterisieren, konnten Marker-spezifische transgene Maus-
modelle entwickelt und eingesetzt werden (Silveira et al. 2020). Solche ,, Tiermodelle fiir
spezifische Neuronenpopulationen® konnten mittels optogenetischen Einsatzes erlauben die
spezifischen Neurone hinsichtlich ihrer Funktion in vivo zu charakterisieren. Es wére auch
denkbar die Zellsortierungsmethoden wie FACS (engl. fluorescence-activated cell sorter
(Guez-Barber et al. 2012) in Kombination mit solchen transgenen Tiermodellen anzuwen-
den. Anhand solchen Instrumentariums und Auswertung der Korrelation mehrere Merkmale
(Molekularer Marker, Neurotransmitterphénotyp, Zellmorphologie (Ito 2020)) sollte ange-
strebt werden, den Colliculus inferior auf dem Niveau von Hippocampus oder Neocortex
(Lawrence 2008, Tremblay et al. 2016) zu erschliefen.
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Abkiirzungsverzeichnis

Die Entschliisselungen der aus dem Englischen stammenden Abkiirzungen sind kursiv.

AC
ACSF
AMPA

AP
AVCN
cAMP
ChR2
CIC

DCIC
DCN
DL-APS5
DNLL

DNQX

ECIC
EPSC
EPSP
GABA
GAD67
Glu
GluR
HCN
IC

auditorischer Cortex
kiinstliche Zerebrospinalfliissigkeit / artificial cerebrospinal fluid

a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsdure (Glutamatrezeptora-
gonist)

Aktionspotential

anteroventral cochlear nucleus
cyclisches Adenosinmonophosphat
Channelrhodopsin 2

zentraler Nukleus des Colliculus inferior / central nucleus of inferior collicu-

lus

dorsaler Cortex des Colliculus inferior / dorsal cortex of inferior colliculus
dorsaler cochledrer Nukleus / dorsal cochlear nucleus
2-Amino-5-phosphonovaleriansidure (NMDA-Rezeptorantagonist)

dorsaler Nukleus des Lemniscus lateralis / dorsal nucleus of the lateral lem-

niscus

6,7-Dinitroquinoxaline-2,3-Dione (AMPA- und Kainsdurerezeptorantago-

nist)

externer Cortex des Colliculus inferior / external cortex of inferior colliculus
exzitatorischer postsynaptischer Strom / excitatory postsynaptic current
exzitatorisches postsynaptisches Potential / excitatory postsynaptic potential
y-Aminobuttersdure / y-aminobutyric acid

Glutamat-Decarboxylase 67 kDa

Glutamat

ionotroper Glutamatrezeptor

hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-gated channel

Colliculus inferior / inferior colliculus
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Ih

IHC
IHC-Férbung

Th-hump

Ih-sag

ILD
INLL

IPSC

IPSP

IR

ITD

KLSM
LG-Neuron
LL

LSO
MAP2
mEPSC

MGB
MGV
MNTB
MSO
NDS
NGS
NLL
NMDA

108

hyperpolarisations-aktivierender Strom / hyperpolarisation activated cur-
rent (1)

Immunhistochemie
immunhistochemische Farbung

iiber Ih aktivierender Spannungshiigel / hyperpolarisation current (I) acti-

vated hump

iiber Th aktivierende Spannungseinsackung / hyperpolarisation current (1)

activated sag
binauraler Pegelunterschied /interaural level difference

intermediédrer Nukleus des Lemniscus lateralis / intermediate nucleus of the

lateral lemniscus

inhibitorischer postsynaptischer Strom / inhibitory postsynaptic current
inhibitorisches postsynaptisches Potential / inhibitory postsynaptic potential
Immunreaktivitét

binaurale Laufzeitdifferenz /interaural time difference

konfokales Laser-Scanning-Mikroskop

grolles GABAerges Neuron / large GABAergic Neuron

Lemniscus lateralis / lateral lemniscus

laterale obere Olive / lateral superior olive

Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2

miniatur exzitatorischer postsynaptischer Strom / miniature excitatory postsy

aptic current

medialer Kniehdcker / medial geniculate body

mittlere Grauwerte / mean grey values

medialer Trapezkorper / medial nucleus of trapezoid body
mediale obere Olive / medial superior olive

Eselserum / normal donkey serum

Ziegenserum / normal goat serum

Nukleus des Lemniscus lateralis / nucleus of lateral lemniscus
N-methyl-D-Aspartat (Glutamatrezeptoragonist)

postnataler Tag
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PB

PBS
PFA
PN
PSTH
PVCN
RT
SEM
SG-Neuron
SNARE
SOC
SPF
SPN
SR95531
TRPA1
TTX
UE
VCN
VGAT
VGIuT
VNLL

Phosphatpufter / phosphate buffer

phosphatgepufferte Salzlosung / phosphate buffered saline
Paraformaldehyd-Losung

Perineuronale Netze

post stimulus time histogram

posteroventral cochlear nucleus

Raumtemperatur

Standardfehler des Mittelwerts / standard error of mean
kleines GABAerges Neuron / small GABAergic Neuron
soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor
oberer Olivenkomplex / superior olivary complex
subparafascicular thalamic nucleus

superior paraolivary nucleus

Gabazin (allosterischer GABAa-Rezeptorantagonist)

ankyrin transient receptor potential channel, group 1
Tetrodotoxin (Blocker der spannungsabhingigen Na-Kanilen)
Untereinheit

ventraler cochleédrer Nukleus / ventral cochlear nucleus
vesikulidrer GABA (y- Aminobuttersdure) Transporter
vesikularer Glutamattransporter

ventraler Nukleus des Lemniscus lateralis / ventral nucleus of the lateral lem-

niscus
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