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Zusammenfassung

Weltweit sind ca. 33.000 Fischarten beschrieben, die sich in ihren Lebensrauman-
spriichen und in ihrer Lebensweise oft deutlich voneinander unterscheiden. Alle
bisher beschriebenen Fische und aquatisch lebende Amphibien perzipieren Was-
serbewegungen und Druckgradienten entlang ihrer Kopf- und Korperoberfliche
iber das Seitenliniensystem. Die iiber das Seitenliniensystem wahrgenomme Infor-
mation dient den Fischen beispielsweise zur Wahrnehmung und Lokalisation von
Fressfeinden, Beutetieren und Artgenossen. Die reizwahrnehmenden Strukturen
des Seitenliniensystems sind Oberflaichen- und Kanalneuromasten. Eine Innervati-
on der Neuromasten erfolgt iiber primire afferente Nervenfasern. Die Antworten
primérer Seitenlinienneurone enthalten Informationen iiber die Dauer, die Fre-
quenz und die Amplitude von Wasserbewegungen. Die afferenten Nervenfasern
terminieren ipsilateral in den Medial Octavolateralis Nucleus, ein Kerngebiet im
Hirnstamm, das die erste Verarbeitungsebene von Seitenlinieninformationen im
zentralen Nervensystem darstellt. In der vorliegenden Arbeit wurde das Antwort-
verhalten von priméren Seitenlinienafferenzen und Neuronen im Medial Octavola-
teralis Nucleus des Goldfisches, Carassius auratus, elektrophysiologisch untersucht.
Die Seitenlinie wurde experimentell mit hydrodynamischen Dipolreizen stimuliert
und die neuronalen Antworten auf sequenzielle Reize mit Mikroelektroden extrazel-
luldr abgeleitet. Die Perzeption konstanter oder wiederkehrender Reize, die keine
neuen Informationen beinhalten, kann fiir einen Organismus stérend und nach-
teilig sein. Antworten auf derartige Reize sollten unterdriickt oder gar komplett
vermieden werden, damit neu auftretende Umweltreize besser wahrgenommen wer-
den kénnen. Mechanismen, die zu einer reversiblen Anpassung der Empfindlichkeit
eines Sinnessystems fithren, werden als Adaptation bezeichnet. Adaptation ist ei-

ne grundlegende Eigenschaft biologischer Systeme, die in vielfaltiger Auspriagung
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Zusammenfassung

in nahezu allen Sinnessystemen auftritt. Eine Adaptation kann sowohl auf einen
einzelnen Reiz als auch auf eine Folge sequenzieller Reize auftreten. Bisher wur-
de neuronale Adaptation auf sequenzielle Reize im akustischen System vor allem
im zentralen Nervensystem beschrieben. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine
Adaptation auf sequenzielle Reize bereits in den priméaren Seitenlinienafferenzen
auftrat. Mit zunehmender Reizwiederholrate stieg der relative Anteil adaptierter
Seitenlinienafferenzen und adaptierter Neurone im Medial Octavolateralis Nucleus
an. Insgesamt zeigten die priméren Seitenlinienafferenzen sogar einen héheren re-
lativen Anteil adaptierte Antworten als die Neurone im Medial Octavolateralis
Nucleus. Eine Reizdnderung fiihrte sowohl in den priméren Seitenlinienafferenzen
als auch im Medial Octavolateralis Nucleus zu einer Anderung in der Aktivitit ad-
aptierter Neurone. Die Antwortstirke auf den verdnderten Reize wurde dabei auf
einen Referenzreiz, der mit einem grofen zeitlichen Abstand vor der repetitiven
Reizfolge prasentiert wurde, bezogen. Es zeigte sich, dass die Entladungsraten auf
die Reizdnderung am Ende einer Reizfolge zwar stets hoher als die adaptierte Ant-
wortrate der Neurone waren, jedoch niedriger als die urspriingliche Antwort auf
den Referenzreiz. Abhéngig von dem Reizabstand, mit dem die Reizénderung im
Anschluss an die repetitive Reizfolge préisentiert wurde, nahm die neuronale Ant-
wortstiarke auf diesen Reiz zu. Der in der vorliegenden Dissertation beschriebene
Riickgang der Entladungsrate iiber eine Folge sequenzieller Reize tritt vermutlich
als Folge einer Verschiebung des Dynamikbereichs einer Zelle auf. Neben zellbio-
logischen Prozessen, die auf ganz unterschiedliche Weise die Verfiigharkeit von
Neurotransmittern beeinflussen kénnten, wurde bisher auch der Einfluss einer ef-
ferenten Desensitivierung auf die Adaptation priméarer Afferenzen diskutiert. Um
efferente Einfliisse auszuschliefsen, wurde in der vorliegenden Untersuchung der
posteriore Seitenliniennerv vor seiner Eintrittstelle in den Hirnstamm durchtrennt
und die Antworten primérer Seitenlinienafferenzen untersucht. Die abgeleiteten
Antworten auf sequenzielle Reize unterschieden sich nicht von den Antworten, die
am intakten Nerv abgeleitet wurden. Die Mechanismen, die der neuronalen Adap-
tation auf sukzessive Reize zu Grunde liegen, konnen in der vorliegenden Arbeit
nicht geklart werden, ein Einfluss des efferenten Systems kann anhand der durch-

gefithrten Experimente jedoch ausgeschlossen werden.
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Summary

In their aquatic environments fishes and aquatic amphibians can detect minute
water movements. Both, the incompressible flow in the near field and propagated
pressure waves are detected by the lateral line. The sensory units of the lateral line
system are neuromasts that are dispersed over large portions of the body surface.
Neuromasts consist of hair cells covered by a gelatinous cupula. Lateral line hair
cells are innervated by afferent nerve fibres of the Anterior and Posterior Lateral
Line Nerves that project into the Medial Octavolateralis Nucleus. A fundamental
property of all sensory systems is adaptation. It is characterized by a decrease in
responsiveness to a single constant-amplitude stimulus or to a sequence of repeti-
tive stimuli. Adaptation has been well-studied in nearly all hair-cell based systems
of many vertebrates, but has thus far not been systematically investigated in the
lateral line system. In the present study neuronal adaptation to successively pre-
sented stimuli was investigated in both, primary afferent fibers of the Posterior
Lateral Line Nerve and central lateral line units in the Medial Ocatavolateralis
Nucleus of goldfish, Carassius auratus. Neuronal responses were recorded extra-
cellular while the lateral line was stimulated with series of successively presented
hydrodynamic dipole stimuli generated by a vibrating sphere (diameter 5 mm).
First it was investigated, whether the repetition rate of successively presented 100
Hz stimuli affected neuronal responses. Therefore stimulus sequences with Inter
Stimulus Intervals of 0, 0.1, 0.5 and 2 s were presented. In response to a series of
identical sine wave stimuli, evoked discharge rates of fibers in the Posterior Late-
ral Line Nerve and units in the Medial Octavolateralis Nucleus either decreased
(adapted), did not change or increased with increasing stimulus number. For pri-
mary afferent fibers in the Posterior Lateral Line Nerve, both the number of units

that exhibited a significant rate decrement and the percentage of rate decrement
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Summary

increased with increasing repetition rate (decreasing Inter Stimulus Intervals) of
successive stimuli. The number of units in the Medial Octavolateralis Nucleus that
exhibited a rate decrement increased with increasing repetition rate, whereas the
percentage of rate decrement increased with decreasing repetition rate. The da-
ta show that both fibers in in the Posterior Lateral Line Nerve and lateral line
units in the Medial Octavolateralis Nucleus adjust their neural output as a func-
tion of stimulus repetition. It was further investigated whether a novel stimulus
presented after such a stimulus series can change the adapted firing activity of
both, primary afferent fibers in the Posterior Lateral Line Nerve and units in the
Medial Octavolateralis Nucleus. Thus, a novel stimulus was presented following a
series of repetitive stimuli. Discharge rates of adapted Posterior Lateral Line fibers
and units in the Medial Octavolateralis Nucleus in response to a novel stimulus
were greater than the adapted firing rate but still lower than in response to a
reference stimulus that was presented before the repetive series. In both, primary
afferent fibers in the Posterior Lateral Line Nerve and units in the Medial Octa-
volateralis Nucleus discharge rates in response to a novel stimulus increased with
increasing Inter Stimulus Interval. To study the possible effects of efferent fibers
on the adaptation to stimulus series, recordings were made from afferent fibers in
the Posterior Lateral Line Nerve after cutting the nerve close to the brainstem. In
recordings from a severed Posterior Lateral Line Nerve discharge rates decreased
across a series of repetitive sine wave stimuli as in an unsevered nerve. It was fur-
ther investigated whether units in the Medial Octavolateralis Nucleus units show
adaptation to a series of noise stimuli. The data showed that units in the Medial
Octavolateralis Nucleus showed adaptation to both, a series of ten identical noise
stimuli (Inter Stimulus Interval 0.1s; Bandwidth: 0-150 Hz) and to a series of ten
noise stimuli with the same bandwidth but each with a different time course (Inter
Stimulus Interval 0.1s; Bandwidth: 0-150 Hz). The results of the present study in-
dicate a general adaptive process that underlies the decreased response rate both
during repetitive stimulation and to the novel stimulus, i.e., a process that causes
a general shift of a units sensitivity that should not be confounded with sensory
learning. The underlying mechanisms of adaptation are still unclear. Our data also

indicate that adaptation to a stimulus series is not dependent on efferent fibers.
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1. Einleitung

Die Fahigkeit, Stromungen wahrzunehmen und die darin enthaltenen Informationen
zu nutzen, begegnet uns in vielen verschiedenen Tierfamilien und Lebensrdumen.
Ebenso vielfiltig wie die phylogenetische Verteilung, ist auch die morphologi-
sche Ausprigung stromungswahrnehmender Strukturen im Tierreich. Sensoren
zur Wahrnehmung von Luftstromungen sind beispielsweise die Trichobothrien der
Spinnen (Barth, 1967, 2001), filiforme Haare auf den Cerci der Grillen (von Rath,
1888; Gnatzy and Schmidt, 1971; Bischof, 1974) und die Mechanorezeptoren an
Vogelfedern (Brown and Fedde, 1993). Auch die Vibrissen von Sdugern kénnen
prinzipiell als Stromungssensoren betrachtet werden. Sie werden priméar zum tak-
tilen Erkennen und Diskriminieren von Objekten eingesetzt, reagieren aber z.B. bei
Ratten auch auf Luftstromungen (Hutson and Masterton, 1986). Wasserlebende
Saugetiere wie z.B. Seehunde und Wasserspitzméuse konnen mit ihren Vibrissen
Wasserstromungen detektieren und diskriminieren (beispielsweise Dehnhardt and
Kaminski, 1995; Denhardt et al., 1998; Dehnhardt et al., 1998, 1999, 2001; Dehn-
hardt, 2002; Catania et al., 2008).

Alle bis heute beschriebenen Fischarten (ca. 33.000 fishbase.org) und aquatisch
lebende Amphibien perzipieren Stromungen und Druckunterschiede im Wasser mit
dem Seitenliniensystem (Dijkgraaf, 1963; Review: Bleckmann, 2008). Sie nutzen
die mit der Seitenlinie empfangene hydrodynamische Information unter anderem
zur Kommunikation (Satou et al., 1991, 1994), zur Auffindung und Verfolgung von
Beute (Blaxter and Fuimann, 1990; New et al., 2001; Kanter and Coombs, 2003;
Franosch et al., 2003; Gardiner and Atema, 2007), zur Abstimmung des Schwimm-
verhaltens innerhalb von Schwéirmen (Pitcher, 1979; Partridge and Pitcher, 1980;
Faucher et al., 2010) zur energieeffizienten Lokomotion in einer Wasserstromung
(Liao et al., 2003; Liao, 2004, 2006 Review: Liao, 2007; Bleckmann et al., 2012)
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aber auch zur Detektion und Vermeidung von Hindernissen (von Campenhausen
et al., 1981; Hassan, 1985; Teyke, 1985, 1988; Windsor et al., 2008) und zum Er-
stellen kognitiver Karten der Umgebung (Burt de Perera, 2004a,b; Sharma et al.,
2009). Aukerdem spielt das Seitenliniensystem der Fische eine wichtige Funktion
bei der Rheotaxis (Montgomery et al., 1997; Voigt et al., 2000; Kanter and Coombs,
2003), jedoch ist die exklusive Rolle der Seitenlinie dabei noch nicht vollstandig
geklart (Trump and McHenry, 2013).

Die reizwahrnehmenden Strukturen der Seitenlinie sind die Neuromasten, die frei-
stehend auf der Korperoberfliche (Oberflachenneuromasten, engl. surface neuro-
mast, SN) und in subdermalen Kanilen (Kanalneuromasten, engl. canal neuro-
mast, CN) angeordnet sind (Abbildung 1.1 und 1.2). Die Seitenlinienkanéle sind
mit einer viskosen Fliissigkeit gefiillt und stehen iiber Kanalporen mit dem den
Fisch umgebenden Wasser in Verbindung. Ein CN befindet sich jeweils zwischen
zwei Kanalporen. Neuromasten bestehen aus einem sensorischen Epithel aus Haar-
sinneszellen, die in Bau und Funktion mit den Haarsinneszellen im Innenohr der
Wirbeltiere vergleichbar sind. Die Zilienbiindel der Haarsinneszellen ragen in ei-
ne gallertartige Cupula hinein, die bei SNs in das den Fisch umgebende Wasser
und bei CNs in die Kanalfliisigkeit hineinragt (Flock, 1971). Ein Zilienbiindel be-
steht aus einem randstdndigen Kinozilium und bis zu 150 Stereovilli, die in ihrer
Lange in Richtung des Kinoziliums zunehmen (Hudspeth and Corey, 1977; Kroese
and van Netten, 1989). Haarsinneszellen sind richtungssensitiv: eine Scherung der
Stereovilli in Richtung des Kinoziliums resultiert in einer Depolarisation, wohin-
gegen eine Auslenkung der Stereovilli in die entgegengesetzte Richtung zu einer
Hyperpolarisation des Rezeptorpotentials fithrt (Gdrner, 1963). Innerhalb eines
Neuromasten befinden sich zwei Populationen von Haarsinneszellen mit antago-
nistisch ausgerichteten Zilienbiindeln. Aufgrund dieses morphologischen Aufbaus

sind Neuromasten bidirektional sensitiv (Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1.: Schematische Darstellung eines Oberflichenneuromasten.
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Abbildung 1.2.: Schematische Darstellung eines Kanalneuromasten.
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Der addquate Reiz fiir die Seitenlinie sind Wasserbewegungen entlang der Cupula
eines Neuromasten. Bereits kleinste Fluidstréme (0,03 mm s™'; Coombs and Jans-
sen, 1990) fithren zu einer Auslenkung der Cupula, und somit zu einer Scherung
der Haarsinneszellen. Die Cupula der Oberflichenneuromasten ragt frei in das den
Fisch umgebende Wasser und koppelt viskds (Reibungskrifte) an die Wasserparti-
kelbewegung an, so dass die Verschiebung der Cupula proportional zur Geschwin-
digkeit der umstromenden Wassermolekiile erfolgt. Die SN fungieren somit als
Geschwindigkeitssensoren ( Kalmijn, 1988; Kroese and Schellart, 1992; Engelmann
et al., 2000, 2002). Wasserbewegungen entlang des Fisches iiben iiber die Kan-
alporen einen Druck auf die Fliissigkeit in den Seitenlinienkandlen aus. Bei einer
Wasserbewegung konstanter Geschwindigkeit ist der Druck auf zwei benachbarten
Poren gleich grof und das Kanalfluid wird nicht bewegt. Dagegen ensteht bei einer
Beschleunigung der Wassermolekiile ein Druckunterschied zwischen benachbarten
Poren. Als Folge dessen wird das Kanalfluid in Richtung des geringeren Drucks be-
wegt und die Cupula der CN wird durch die Bewegung des Kanalfluids ausgelenkt.
CN fungieren somit als Sensoren fiir Druckgradienten (Kalmijn, 1988; Kroese and
Schellart, 1992; Engelmann et al., 2000, 2002). SN und CN werden von separaten
priméren Afferenzen innerviert (Minz, 1989). Damit bleibt die funktionelle Tren-
nung der beiden Neuromastentypen bei der Signalweiterleitung in das Zentrale

Nervensystem (ZNS) erhalten.

Das Seitenliniensystem der Fische zeigt eine grofe morphologische Variabilitit.
Anzahl und Typ der Neuromasten (SN oder CN) sowie die Anzahl und Form
der Kopf- und Rumpfseitenlinienkanéle sind von Art zu Art verschieden ( Vischer,
1990; Schmitz et al., 2008; Beckmann et al., 2010; Review: Webb, 2013). Da die
morphologische Variabilitidt des Seitenliniensystems nicht mit der phylogenetischen
Stellung eines Fisches korreliert (Coombs et al., 1988), konnte sie eine Anpassung
an die unterschiedlichen hydrodynamischen Bedingungen der natiirlichen Umwel-
ten verschiedener Arten (beispielsweise Still- oder Fliefwasser) darstellen. So besit-
zen Fliefwasserfische hdufig ein ausgeprigtes Kanalsystem und wenige SN, wohin-
gegen Stillwasserfische meist mehr SN aufweisen (Dijkgraaf, 1963; Coombs et al.,
1988; Wellenreuther et al., 2010). Beispielsweise besitzt der Goldfisch, Carassius
auratus (C. auratus), eine typisch limnophile Art, bis zu 200 CN und bis zu 2000
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SN, die iiber Kopf und Rumpf verteilt sind (Puzdrowski, 1989; Schmitz et al.,
2008). Neuromasten auf dem Kopf der Fische werden von dorsalen und ventralen
Fasern des anterioren Seitenliniennervs (Anterior Lateral Line Nerve, ALLN) in-
nerviert (Puzdrowski, 1989; Schmitz et al., 2008). Neuromasten auf dem Rumpf
der Fische werden von Fasern des posterioren Seitenliniennervs (Posterior Lateral
Line Nerve, PLLN) und Neuromasten, die sich in der Grenzregion zwischen Kopf
und Rumpf befinden, werden von Fasern des medialen Seitenliniennervs (Medial
Lateral Line Nerve, MLLN) innerviert (Puzdrowski, 1989). Neuromasten werden
auch efferent innerviert. Allerdings ist nur wenig iiber die efferente Innervierung
bekannt. Einige wenige Studien lassen vermuten, dass durch die efferente Innervie-
rung die Sensitivitit der afferenten Nervenfasern beeinflusst werden kann (Russell
and Roberts, 1974; Spdth and Schweickert, 1975; Flock and Russell, 1976; Tricas
and Highstein, 1991).

Die von den Neuromasten aufgenommenen hydrodynamischen Informationen wer-
den iiber die afferente Fasern des ALLN, PLLN und MLLN in das ZNS geleitet
(Abbildung 1.3). Die erste Verarbeitungsebene fiir sensorische Seitenlinieninfor-
mation im ZNS ist der Mediale Octavolaterale Nucleus (MON), ein Kerngebiet
in der Medulla (New et al., 1996). Der MON kann in vier spezifische Regionen
unterteilt werden. Die in dieser Arbeit verwendete Nomenklatur geht auf New
et al. (1996) zuriick (Abbildung 1.4). Die oberste Schicht, die Molekularschicht
(Molecular Layer, ML), besteht aus parallel verlaufenden Axonen, die der Emi-
nentia granularis und dem Nucleus praeminentialis im Metencephalon entsprin-
gen (Finger, 1986). In der Molekularschicht befinden sich aukerdem Interneurone,
multipolare und Koérnerzell-dhnliche Zellen. Unterhalb der ML befindet sich eine
Verbindungszone (Transitional Zone, TZ). Hier geht die ML in die tieferen Schich-
ten des MON iiber. Die oberste dieser Schichten ist die Crest Cell Layer (CCL). Sie
besteht hauptsichlich aus den namensgebenden, multipolaren Crest Cells (CC).
Man kann zwei Typen von CC unterscheiden: basilare CC besitzen apikale und
basale Dendriten wohingegen non-basilare CC nur apikale Dendriten aufweisen.
Apikal ragen die Dendriten beider CC-Typen in die ML. Die basalen Dendriten
der basilaren-CC ragen auferdem in das tiefer gelegene Deep Neuropil (DNp) wo

sie Eingéngen von priméren Afferenzen erhalten (New et al., 1996; Montgomery
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and Bodznick, 1994). Die CC sind die Projektionsneurone des MON. Thre Axone
terminieren bilateral mit einer starkeren kontralateralen Komponente in die in la-
teralen Teile des Torus semicircularis (T'S) und in die tiefen Schichten des optischen

Tectums (Tectum Opticum, TO).

Abbildung 1.3.: Schematische Darstellung des Gehirns von Carassius auratus.
Laterale Ansicht. BO Bulbus olfactorius; Tel Telencephalon; TO Tectum Opticum; Hyp
Hypothalamus; Cer Cerebellum; MON Medial Octavolateralis Nucleus; ALLN Anterior
Lateral Line Nerve; PLLN Posterior Lateral Line Nerve; VL Vagal Lobe; Med sp Medulla
spinalis. Verédndert nach Wullimann und Northcutt (1998).
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Abbildung 1.4.: Querschnitt durch den Hirnstamm von Carassius auratus.
Links: Histologischer Schnitt (Kresylviolett Farbung). Rechts: Dazugehorige spiegelbild-
liche schematische Darstellung des Hirnstamms. Die Linien deuten grob die Lage der
Schichten an. Die TZ ist als gestricheltete Linie zwischen ML und CCL dargestellt. CCL
Crest Cell Layer; DNp Deep Neuropil; ML Molecular Layer; TZ Transitional Zone; VII
Fazialisnerv; VIII Achter Nerv. Verdndert nach New et al. (1996)

Natiirlich vorkommende Seitenlinienreize kénnen abiotischen Ursprungs sein, d.h.
sie konnen zum Beispiel durch Wasserstromungen, Wind und/oder die Umstro-
mung von Objekten wie Steine oder Holz hervorgerufen werden (Lang, 1980; Bleck-
mann, 1994; Engelmann et al., 2002). Hydrodynamische Perturbationen kénnen
auch biotischen Ursprungs sein, d. h. sie kénnen zum Beispiel durch Schwimm-
bewegungen anderer Lebewesen oder durch Eigenbewegungen eines Tieres verur-
sacht werden. Obwohl natiirliche Seitenlinienreize wesentlich komplexer sind als
reine Sinusschwingungen (Review: Bleckmann, 1994) wurden in vorangegangenen
Studien hdufig sinusférmige Wasserbewegungen zur Stimulation der Seitenlinie ge-
nutzt (Coombs and Janssen, 1990; Coombs, 1994; Bleckmann, 1994). Sinusreize
sind reproduzierbar und kénnen im Versuchsverlauf gut iiberpriift werden. Au-
flerdem sind sie mathematisch vergleichsweise einfach beschreibbar. Sinusférmige
Wasserbewegungen werden durch einen hydrodynamischen Dipol, d.h. eine sich hin

und her bewegende Kugel generiert. Die Bewegung der vibrierenden Kugel erzeugt
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Partikelbewegung und Druck. Die Wasserpartikelbewegung wird mit zunehmen-
der Entfernung zur Reizquelle stark abgeschwicht. Im Gegensatz dazu bleibt der
Druck iiber grofere Distanzen mit geringerer Abschwichung erhalten (Kalmign,
1988, 1989). Das durch die Schwingung eines Dipols verursachte lokale Flussfeld

lasst sich genau beschreiben.

Die Antworten von Seitenlinienneuronen auf Sinusreize sind gut beschrieben. Pri-
mére Seitenlinienafferenzen sind spontanaktiv (Gaorner, 1963; Miinz, 1985; Ele-
pfandt and Wiedemer, 1987; Coombs and Janssen, 1990) und antworten auf Si-
nusreize mit phasengekoppelten Aktionspotentialen. Die Vibrationsamplitude ei-
nes hydrodynamischen Dipols wird iiber den Grad der Phasenkopplung und die
Entladungsrate der Fasern kodiert (Bleckmann and Topp, 1981; Miinz, 1985; Ele-
pfandt and Wiedemer, 1987; Coombs and Montgomery, 1992; Kroese and Schel-
lart, 1992; Wubbels, 1992; Coombs et al., 1996; Mogdans and Bleckmann, 1999).
Primére Afferenzen sind sehr sensitiv und reagieren bereits bei kleinen Auslen-
kamplituden (0,01 pm; Bleckmann, 1994). Bei einer Erhohung der Reizfrequenz
nimmt die Entladungsrate der primiren Afferenzen bis zur Sattigung zu. Zentra-
le Seitenlinienneurone im MON zeigen in der Regel eine geringere Spontanrate
(Mogdans et al., 1997; Coombs et al., 1998; Mogdans and Goenechea, 1999) als pri-
mére Afferenzen und sind weniger sensitiv fiir Sinusreize (Caird, 1978; Mogdans
and Bleckmann, 1998; Coombs et al., 1998). Phasenkopplung kann auch bei MON
Neuronen beobachtet werden, tritt jedoch seltener auf als bei priméren Afferen-
zen ( Bleckmann and Bullock, 1989). Der Grad der Phasenkopplung kann abhéngig
von der Ausrichtung und der Position des Dipols (Mogdans and Kréther, 2001;
Kréther et al., 2002; Kiinzel et al., 2011) und von der Reizfrequenz sein (Mogdans
and Bleckmann, 1999; Ali et al., 2010). Auch das zeitliche Antwortverhalten auf
Sinusreize ist im MON variabler als bei priméren Afferenzen. So findet man MON
Neurone, die auf einen Sinusreiz ihre Entladungsrate erhohen, Neurone, die ihre
Entladungsrate verringern, Neurone die tonisch und Neurone, die phasisch-tonisch
antworten (Coombs et al., 1998; Mogdans and Kréther, 2001; Kinzel et al., 2011).
Auferdem sind die rezeptiven Felder von MON Neuronen grofer und komplexer
als die rezeptiven Felder primérer Afferenzen (Mogdans and Krother, 2001; Kiinzel
et al., 2011).
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Eine bisher wenig untersuchte Frage ist, ob bzw. wie Seitenlinienneurone auf Reize
konstanter Amplitude adaptieren. Adaptation ist eine grundlegende Figenschaft
biologischer Systeme (Barlow, 1961; Laughlin, 1989; Brenner et al., 2000) und
tritt in vielfaltiger Ausprigung in nahezu allen Sinnessystemen auf. Adaptation
zeichnet sich dadurch aus, dass die Antwort des Sinnessystems auf eines konstan-
ten, langandauernden Reizes veriindert, genauer gesagt reduziert wird. Ubertra-
gen auf die neuronale Ebene bedeutet dies, dass die Entladungsrate eines Neurons
wiahrend eines konstanten, langanhaltenden Reizes zu Reizbeginn erhoht ist (sog.
Onset), und im weiteren Verlauf des Reizes auf einen konstanten Wert abnimmt
(sog. Steady-State; Adrian, 1928). Fiir Haarsinneszellen ist der Funktionsmecha-
nismus der Adaptation bei konstanter Auslenkung des Haarzellbiindels bekannt.
Dieses sog. Transduktionsmodells der Adaptation (engl.: Transducer Adaptation
oder Gating-spring Model of Adaptation) ist in der Abbildung 1.5 dargestellt. Die
Ionenkanile jeweils benachbarter Stereovilli sind iiber elastische Strukturen (Tip
Links) miteinander verbunden. Wird ein Haarbiindel in Richtung des Kinozilliums
ausgelenkt, resultiert diese Scherung in einer mechanischen Offnung der Tonen-
kanile. Ein Calciumeinstrom bewirkt eine Verschiebung eines an den lonenkanal
gekoppelten Motor Komplexes entlang eines Aktin Filaments. Dies fiithrt zu einer
Verschiebung des Tonenkanals in der Zellmembran, damit zu einer Entspannung der
Tip Links und schliefslich zum Schlieften des Ionenkanals. Der fiir die Signaltrans-
duktion notwendige Kationenstrom (K* -Einstrom) wird reduziert und die Zelle
adaptiert (Howard and Hudspeth, 1987, 1988; Gillespie and Corey, 1997 Review:
Gillespie and Walker, 2001).
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Abbildung 1.5.: Transduktionsmodell der Adaptation.

Eine Scherung der Haarsinneszellen in Richtung des Kinociliums (schwarzer Pfeil) fiihrt
zu einer Dehnung der Tip Links und somit zu einer mechanischen Offnung der Transduk-
tionskandle. Ein Kationen- Einstrom bewirkt eine Verschiebung des Motor Komplexes
relativ zum Aktin Filament, wodurch die Dehnung der Tip Links verringert und der
Transduktionskanal geschlossen wird. Verdndert nach Gillespie and Corey (1997).

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Haarsinneszellen des Horsystems auch
auf einen Sinusreiz konstanter Amplitude adaptieren kénnen (beispielsweise: Smith
and Zwislocki, 1974; Smith and Brachmann, 1982). Bei einem Sinusreiz werden die
Haarzellbiindel nicht dauerhaft ausgelenkt, sondern periodisch hin und her bewegt.
Das oben beschriebene Gating Spring Modell kann Adaptation auf einen Sinusreiz
nicht erklaren. Ein Mechanismus, der Adaptation auch bei Sinusreizen erklart, ist
die Verfiigbarkeit von Neurotransmittern (Smith and Zwislocki, 1974; Schwid and
Geisler, 1982; Smith and Brachmann, 1982; Geisler and Greenberg, 1986; Wester-
mann and Smith, 1988). In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass die Abnahme
der Entladungsrate wiahrend eines konstanten Reizes graduell verlauft. Dabei wur-
den vier Adaptationsstufen mit unterschiedlichen Zeitkonstanten (1) unterschie-
den: schnell adaptierend (t ~ 1-10 ms), kurzzeitig- (T ~ 10-100 ms), langzeitig-
(r ~ 1-10 s) und sehr langzeitig adaptierend (t ~ 10-240 s). Diese Stufen kénn-
ten durch eine zeitverzogerte Verfiigbarkeit verschiedener Vesikel-Pools bedingt
sein (Harris and Dallos, 1979; Westermann and Smith, 1984; Javel, 1996). Denk-

10
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bar wiire auch eine Desensitivierung der synaptischen Ubertragung zwischen den
Haarsinneszellen und den afferenten Fasern, beispielsweise durch eine verstark-
te Wirkung inhibitorischer Synapsen (Jacklet and Lukowiak, 1974), durch eine
vollstiandige Erschopfung verfiigbarer Neurotransmittervesikel in der Priasynapse
(Elmquist and Quastel, 1965; Kusano and Landau, 1975; Fatock et al., 1987; Par-
ker, 1995) oder einen Riickkopplungsmechanismus des efferenten Systems ( Russell
and Roberts, 1974; Spith and Schweickert, 1975; Flock and Russell, 1976; Russell,
1976; Tricas and Highstein, 1991).

Auch Neurone des Seitenliniensystems konnen auf Sinusreize adaptieren. Dies
konnte fiir afferente Fasern des ALLN (Miiller, 2007), des PLLN (Frings, 2011)
und fiir MON Neurone (Coombs et al., 1998; Mogdans and Krother, 2001; Clot-
ten, 2012) des Goldfisches, C. auratus, gezeigt werden. Dabei nahm der relative
Anteil der Fasern, die auf einen Einzelreiz adaptierten als auch die Starke der
Adaptation (gemessen als Ratenabnahme zwischen Onset und Steady-State) mit
zunehmender Reizamplitude und Reizfrequenz zu. Der relative Anteil der adaptie-
renden Neurone im MON scheint mit dem relativen Anteile adaptierender primérer
Seitenlinienafferenzen vergleichbar zu sein (Clotten, 2012). Die Mechanismen der
Adaptation im Seitenliniensystem wurden bisher nicht untersucht. Moglicherweise

sind sie aber identisch mit den fiir das Horsystem vorgeschlagenen Mechanismen.

Neben einzelnen Reizen konstanter Amplitude kénnen in der Umwelt auch wieder-
kehrende Reize auftreten. Beispielsweise werden an Objekten, die sich im Wasser
befindenden wie Steine oder Holz, durch Umstromung des Objekts periodisch Wir-
bel abgelost. Es entsteht eine sogenannte Karmansche Wirbelstrafe ( Vogel, 1996).
Es wurde gezeigt, dass vor allem rheophile Fische diese Wirbelstrafien fiir energie-
sparende Schwimmstrategien nutzen konnen (Liao et al., 2003; Liao, 2004, 2006,
2007). Im Nachlauf schwimmender Fische treten Wirbel auf, die sich jedoch durch
eine weniger regelméfige Wirbelstruktur auszeichnen (Videler et al., 1999; Hanke
et al., 2000; Hanke and Bleckmann, 2004; Bricker et al., 2007). Wéhrend einer
Folge sich wiederholender Reize kann sich die Antwort auf jeden Reiz, abhingig
von der Reizrate, mit zunehmender Reizwiederholung abschwichen. Die bekann-
teste Form dieser sensorischen Anpassung ist die Habituation (Jennings, 1906;

Humphrey, 1933; Harris, 1943). Habituation konnte bei vielen Tieren nachgewie-
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sen werden und wird als eine einfache Form von Lernen angesehen (Rankin et al.,
2009; Rankin, 2009). Zahlreiche Studien beschéftigten sich mit den verhaltensbio-
logischen Aspekten der Habituation (Thompson and Spencer, 1966; Pinsker et al.,
1970; Kandel et al., 2000; Thompson, 2009). Die neuronalen Mechanismen, die der
Habituation zu Grunde liegen, sind bisher weitestgehend ungeklért. Harris (1943)
definierte Habituation als eine reizspezifische Art der Gewohnung. Die neuronale
Antwortstarke einer Zelle nimmt aufgrund einer repetitiven Reizprisentation ab.
Die Abnahme der Entladungsrate ist jedoch klar von einer neuronalen Erschépfung
abzugrenzen. Weiterhin wurde Habituation als ein reversibler Zustand definiert.
Ein Ausbleiben des Reizes (spontane Erholung, engl.: spontaneous recovery) oder
die Présentation eines andersartigen Reizes fiihrt zu einer Erholung der Zelle, so
dass die urspriingliche Antwortstérke zuriickkehrt (Dishabituation; Thompson and
Spencer, 1966).

Im auditorischen System konnte eine sensorischen Anpassung, also eine Adaptati-
on auf eine Folge sequenzieller Reize, auf neuronaler Ebene nachgewiesen werden
(Huang and Buchwald, 1979, 1980; Huang, 1981; Megela and Capranica, 1983).
In einigen Féllen konnte am akustischen Nerv der Katze mit sehr kurzen Reizab-
stdnden (100- Reize/s) eine Abnahme der Amplitude evozierter Potentiale beob-
achtet werden (Huang and Buchwald, 1980). In den héheren Verarbeitungsebenen
(Cochlear Nucleus) zeigten deutlich mehr Neurone einen Riickgang ihrer Entla-
dungsrate auf wiederholt présentierte Reize als bei primiren Afferenzen (Huang
and Buchwald, 1979). Untersuchungen am Dornriicken Gitarrenrochen, Platyrhi-
noidis triseriata, zeigten, dass auch die zentralen Neurone des Seitenliniensystems
auf wiederholt prisentierte Reize mit einer Anderung ihrer neuronalen Antwort
reagieren. In Abhéngigkeit der Reizrate nahmen die Amplituden der dabei ge-
messenen evozierten Potentiale ab. Zusatzlich wurde gezeigt, dass die Abnahme
der Reizantwort in den héheren Verarbeitungsebenen zunahm (Bleckmann et al.,
1987). In einer Voruntersuchung im Seitenliniensystem des Goldfisches, C. aura-
tus, wurden einige MON Neurone gefunden, die bei repetitiver Reizung mit einer
Abnahme der Entladungsrate reagierten (Clotten, 2012).

Eine Dishabituation durch einen andersartigen Reiz konnte in dieser Untersuchung

nicht nachgewiesen werden. Die Ergebnisse dieser Voruntersuchung sind Ausgangs-
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1. Einleitung

basis und Motivation fiir die vorliegende Dissertation.

Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe elektrophysiologischer Untersuchungs-
methoden das Antwortverhalten primérer Seitenlinienafferenzen und zentraler Sei-
tenlinienneurone im MON des Goldfisch, C. auratus, auf sequenzielle Reize unter-
sucht. In den oben genannten Studien (Huang and Buchwald, 1979, 1980; Huang,
1981; Megela and Capranica, 1983; Bleckmann et al., 1987; Clotten, 2012) wurde
Adaptation auf sequenzielle Reize vor allem im ZNS nachgewiesen. Primére Af-
ferenzen schienen nur in Einzelfillen auf sequenzielle Reize zu adaptieren (Huang
and Buchwald, 1979, 1980; Huang, 1981). In der vorliegende Studie wurde deshalb
zundchst mit der Untersuchung der zentralen Seitenlinienneurone im MON des
Goldfisches, C. auratus, begonnen. Den Neuronen im MON wurden Reizfolgen,
bestehend aus identischen 100 Hz Reizen présentiert und der Einfluss der Reiz-
wiederholrate auf das Antwortverhalten erstmalig systematisch untersucht. Weiter
wurde untersucht, ob ein am Ende einer Reizfolge prasentierter Reiz mit einer ande-
ren Frequenz zu einer Veranderung der adaptierten Antwortrate fiithrte. Schlieflich
wurde untersucht, ob die Neurone im MON auf eine Folge von Rauschreizen adap-
tierten. Hierfiir wurden zwei verschiedene Reizprotokolle entwickelt. Mit einem ers-
ten Rauschreizprotokoll wurde untersucht, ob die Neurone im MON auf eine Folge
von identischen Rauschreizen adaptierten und mit einem zweiten Protokoll, ob sie
auf eine Folge von Rauschreizen adaptierten, die zwar dasselbe Frequenzspektrum
aufweisen, sich aber in ihrem zeitlichen Verlauf unterschieden. Im Anschluss an die
Untersuchung im MON wurde erstmalig untersucht, ob Adaptation auf sukzessive
Reize bereits bei priméren Seitenlinienafferenzen auftritt. Auch in dieser Studie
wurden Reizfolgen, bestehend aus identischen 100 Hz Reizen prasentiert und der
Einfluss der Reizwiederholrate untersucht. In zwei unterschiedlichen Versuchsrei-
hen wurde der Einfluss einer Reizdnderung am Ende einer Reizfolge untersucht.
In der ersten Versuchsreihe wurde im Anschluss an eine Reizfolge ein beschleu-
nigungsgleicher 70 Hz Reiz prasentiert. In der zweiten Versuchsreihe wurde ein
95 Hz Reiz présentiert. Mit unterschiedlichen Reizprotokollen wurde der Einfluss

der Reizamplitude des verdnderten Reizes, sowie der Einfluss des Reizabstandes
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1. Einleitung

mit dem dieser Reiz auf die repetitiven Reize folgte untersucht. Schlieflich wurde
ein moglicher Einfluss efferenter Fasern auf die Antworten der priméren Seiten-
linienafferenzen bei Prisentation sequenzieller Reize untersucht. Dazu wurde der
PLLN kurz vor seiner Eintrittstelle in den MON durchtrennt und Antworten auf

sequenzielle Reizfolgen aufgezeichnet.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere und Praparation

Fiir die Experimente wurden 68 Goldfische (C. auratus, Cyprinidae) verwendet.
Die Fische hatten eine Korperlinge von 10-14 cm. Die Versuchstiere wurden von
einem Héndler (Fischfarm Schubert, Wildeshausen, Deutschland und Zoo & Co.,
Bonn, Deutschland) bezogen und bis zu den Experimenten bei ~ 18 °C Was-
sertemperatur und einem Tag-Nachtzyklus von 10-14 h gehalten. Das jeweilige
Versuchstier wurde erst am Tag eines Experiments aus dem Haltungsbecken ent-
nommen. Vor einer Priparation der Schidelkapsel wurde das Versuchstier narko-
tisiert (0,03 % Tricain Methansulfonat, MS222, Sigma Aldrich). Uber den Beat-
mungsstrom wurde dem Versuchstier wahrend der Priparation eine Folgedosierung
von 0,01 % MS222 appliziert. Durch Injektion des Muskelrelaxans Pancuronium
(Inresa, Stammkonzentration: 4 mg/ 2 ml; Applikation: 100-150 pl in einer 1:15
Verdiinnung mit Aqua dest.) wurde das Versuchstier zusétzlich immobilisiert und
fortan iiber einen Wasserstrom (2mL/ s) durch die Kiemen beatmet. In Abhén-
gigkeit der Fischgrofe wurde das Pancuronium im Versuchsverlauf nach 4 bis 6 h
nachdosiert. Die Haut an der Offnungsstelle des Schiidels wurde lokal anisthesiert
(25-50 nl 2 % Xylocain, Astra Zeneca) und die Schidelkapsel mit einem Feinboh-
rer (Proxxon Micromot 50/E) eréffnet. Uber dem Gehirn liegendes Fettgewebe
und Hirnwasser wurden vorsichtig entfernt und das Gehirn mit einer Ringerldsung
(Anhang A.1) feucht gehalten. Um die peripheren Nervenfasern freizulegen, wurde
der ipsilaterale aufliegende Vagus Lobus zur Seite verschoben und mit Watte fi-
xiert. Um einen freien Zugang zum Hirnstamm zu erhalten wurde das aufliegende
Cerebellum vorsichtig zur Seite verschoben und mit in Ringerlosung durchtrink-

ter Watte fixiert. In einigen Féllen wurden Teile der Innenohrkapsel entfernt um
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2. Material und Methoden

Platz fiir die Ableitelektrode zu schaffen. Nach einer erfolgreichen Préparation
wurde das Tier in einen Versuchsaufbau iiberfiihrt. Elektrophysiologische Ablei-
tungen wurden erst 45-60 Min. nach einer Priparation begonnen um eine mogliche
Beeintriachtigung der Seitenlinienfunktion durch MS222 zu reduzieren (Spath and
Schweickert, 1977; Palmer and Mensinger, 2004). Eine detaillierte Beschreibung

der verwendeten Medikation ist in Anhang A.1 zu finden.

2.2. Versuchsaufbau

Versuchsaufbau

Der Versuchsautbau fiir die peripheren Ableitungen bestand aus einem 40 x 25 x 15
cm (Hohe x Breite x Tiefe) Plexiglas Aquarium. Die Wasserfiillhdhe betrug 10 cm.
Der Versuchsaufbau fiir die zentralen Ableitungen bestand aus einem circuldren
Stromungstank mit einer inneren Abmessung von 13 x 15 x 15 cm (Héhe x Breite x
Tiefe). Die Wasserfiillh6he betrug 10 ¢cm. Fiir die durchgefiihrten Versuche wurde
keine Stromung erzeugt und somit alle Experimente im Stillwasser durchgefiihrt.
Die Versuchstiere wurden an einem Fischhalter fixiert und gleichzeitig iiber ein
Mundstiick des Fischhalters beatmet (2mL/ s). Die benétigten Mikromanipulato-
ren waren an Magnetfiifsen befestigt, die auf einem schwingungsgedampften Tisch
(TMC, Model 20-561, Linos) standen. Um den schwingungsgedampften Tisch her-
um befand sich ein Rahmen aus Item-Profilen (Eigenbau, Feinmechanische Werk-
statt, Institut fiir Zoologie, Universitit Bonn). Uber eine Fiihrungsschiene war
ein zur Reizgenerierung verwendeter Schwingerreger (Ling, Model V 101 oder Mi-
nishaker 4810, Briiel & Kjaer) an dem Item-Rahmen befestigt. Die Position des
Schwingerregers konnte lateral und vertikal verdndert werden. Ein Operationsbin-
okular (Leica, Wild M651) war ebenfalls an dem Item-Rahmen befestigt. Zur Re-
duzierung von elektrischen Stérungen wurde der gesamte Versuchsaufbau geerdet
(Abbildung 2.1).
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2. Material und Methoden

e

Abbildung 2.1.: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus (Aufsicht).
Nicht makstabsgetreu (a) Schwingerreger: konnte in lateraler und vertikaler Position
(Pfeile) verschoben werden; (b) hydrodynamischer Dipol: vibrierte in horizontaler Rich-
tung (Pfeile); (c) Fischhalter; (d) Magnetfuft zur Befestigung des Fischhalters; (e) Me-
tallblock zur Befestigung eines automatischen Elektrodenvorschubs; (f) Magnetfuft zur
Fixierung der Schwanzflosse mit einem Faden; (g) Versuchsbereich.

2.3. Reize

2.3.1. Reizkette

Bei den présentierten Reizen handelte es sich um sinusformige Dipolreize und
Rauschreize. Die in den einzelnen Teilprojekten verwendeten Sinusreize unter-
schieden sich hinsichtlich ihrer Frequenz, Auslenkungs- und Beschleunigungsam-
plituden. Eine detaillierte Beschreibung der verschiedenen Reizparameter ist Ka-
pitel 2.3.4 zu entnehmen. Fiir die Reizgenerierung wurden sinusformige, digitale
Spannungskurven mit der Software Spike 2 (Cambridge Electronic Design) mit-
tels “Wavemake™Skript (www.ced.co.uk/files/Scripts/wavemake.zip) an ei-
nem PC (Dell Optiplex 620) generiert. Rauschférmige, digitale Spannungskur-
ven wurden mit der Software Audacity (www:http://audacity.sourceforge.
net/ Version 2.0.6) generiert. Die digitalen Spannungskurven wurden iiber einen
Analog-Digital-Wandler (CED, Power, 1401, 16-bit, 625 kHz oder CED, Micro
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2. Material und Methoden

MKII, 1401 16 bit, 500 kHz) analogisiert. Das analoge Steuersignal konnte durch
einen Abschwicher (Hewlett Packard TE 43712) sowie iiber eine digitale Abschwa-
chereinheit (Eigenbau, H. Herzog) abgeschwécht werden. Das analoge Spannungs-
signal wurde iiber ein Oszilloskop (Tektronix TDS 200 4B oder Hameg HM205-
3) monitoriert. Anschliefend wurde ein gleichspannungsgekoppelter Leistungsver-
stiarker (PA25E, Ling Dynamic Systems) angesteuert. Das verstiarkte Signal wurde
nachfolgend einem Schwingerreger (Ling, Model V 101 oder Minishaker 4810, Briiel
& Kjaer) zugefiihrt (Abbildung 2.2). Die sinusférmigen Wasserbewegungen wurden
durch eine parallel zum Fisch vibrierende Plastikkugel (¢ 6 mm, hydrodynami-
scher Dipol) ausgelost. Die Kugel war iiber einen Carbonstab (Lénge: 7 cm) und
ein Verbindungsstiick aus Plexiglas (Lénge: 3 cm) an dem Schwingerreger befes-
tigt. Der Schwingerreger konnte iiber ein Ttem-Profil parallel zum Fisch verschoben

werden.
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Abbildung 2.2.: Reizkette zur Reizerzeugung.

A: bei Stimulation primérer Seitenlinienafferenzen. B: bei Stimulation zentraler Neurone.
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2.3.2. Charakterisierung der Reize
Sinusreize

Das analoge sinusformige Signal, mit dem der Schwingerreger angesteuert wur-
de, wurde digital am Computer erstellt und nachfolgend analogisiert (vergleiche
2.3.1). Ein Beispiel fiir ein digitales Steuersignal und das entsprechende mit dem
Wegaufnehmer gemessene Signal des Schwingerregers ist in Abbildung 2.3 darge-
stellt. Die Sinusreize besafen zu Beginn und am Ende eine Flanke (150 ms), in
der die Spannung linear anstieg bzw. abfiel. In den einzelnen Versuchsreihen wur-
den verschiedene Reizfrequenzen und Reizamplituden verwendet. Eine detaillierte
Ubersicht ist in Kapitel 2.3.4 zu finden.

40,5 ym

1,62 V

500 ms

Abbildung 2.3.: Sinusreize.
Digitales Steuersignal (unten) und gemessenes Signal (oben). Reizfrequenz 100 Hz. Die
Moiré-Muster in den Signalen treten als Folge der Bildverarbeitung auf.

20



2. Material und Methoden

Rauschreize

Das analoge rauschférmige Signal, mit der Schwingerreger angesteuert wurde, wur-
de ebenfalls digital am Computer erstellt und nachfolgend analogisiert (vergleiche
2.3.1). Rauschen sind Pegel- und Phasenschwankungen innerhalb eines bestimmten
Frequenzspektrums. In der vorliegenden Arbeit wurde ein rosa Rauschen (engl.:
Pink-noise; 1/f Rauschen) verwendet. Wahrend weifes Rauschen eine konstante
spektrale Energiedichte aufweist, hat rosa Rauschen eine mit der Frequenz abneh-
mende Energiedichte, die umgekehrt proportional zur Frequenz mit 3 dB/ Oktave
abnimmt. Dies bedeutet, das jede Oktave dieselbe Energiedichte hat. Die Am-
plitude des rosa Rauschens nimmt umgekehrt proportional zur Frequenz mit 6
dB/Oktave ab. Fiir die Experimente der vorliegenden Arbeit bedeut dies, dass
die im rosa Rauschen enthaltenen Frequenzkomponenten dieselbe Geschwindig-
keitsamplitude hatten. Die ausgegebenen Rauschreize hatten Frequenzen zwischen
0 Hz und 150 Hz. Die Abbildung 2.4 zeigt ein Beispiel fiir digitale, rauschférmige
Spannungskurve, das zugehorige gemessene Signal und die Frequenzspektrenana-

lyse des gemessenen Signals.
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Abbildung 2.4.: Rauschreize.

gitales Steuersignal (unten).

Frequenzspektrenanalyse des gemessenen Signals (oben), gemessenes Signal (Mitte), di-
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2.3.3. Kalibrierung der Reize

Zur Kalibrierung der Auslenkung d der vibrierenden Kugel wurde ein kapazitiver
Wegaufnehmer (ADE Technologies, Gaging Systems, Model 4810) verwendet. Die
Kugel befand sich wahrend der Messung im Wasser, daher konnte die Messung der
Kugelauslenkung nur indirekt iiber den Carbonstab, an dem die Kugel befestigt
war, erfolgen. Hierfiir wurde ein auf Masse gelegtes Kupferpliattchen als Messob-
jekt an dem Carbonstab festgeklebt. Das am Dipol befestigte Messobjekt bildete
eine Kondensatorplatte und der Sensor des Wegaufnehmers die andere Kondensa-
torplatte. Die Kapazitit des Kondensators ist durch die Fliche des Sensors und
den Abstand der Kondensatorplatten gegeben. Der Zusammenhang zwischen der

Kapazitdt und den geometrischen Grofsen ist gegeben durch:

C =cegy/d

mit C = Kapazitéit

£ = relative Dielektrizitdtskonstante (Luft= 1)

o= Dielektrizititskonstante = 8,85* 1072 Coulomb/ (Volt*Meter)
A = Fliche der Kondensatorplatten (m?)

d = Abstand der Kondensatorplatten (m)

Da bis auf den Plattenabstand alle Grofen konstant sind bestimmt der Abstand
zwischen dem Messobjekt und dem Sensor des Wegaufnehmers die Kapazizét des
Kondensators. Wird der Schwingerreger mit einem Spannungssignal angesteuert,
beginnen der Carbonstab und die Plastikkugel zu vibrieren. Durch die Vibrati-
on des Carbonstabs dndert sich der Abstand zwischen dem Messobjekt und dem

Sensor und damit die Kapazitit des Kondensators.

23



2. Material und Methoden

Die Anderung der Kapazitit:

(C=Q/U)

mit Q= Ladung (Coulomb) und U= Spannung (Volt) wurde gemessen und als
Spannung dargestellt. Eine Spannung von 10 V entsprach einer p-p Auslenkung
von 250 pm. Das CED System konnte maximal mit Spannungsamplituden von
+/- 5V angesteuert werden. Die 2'® Auflssung des CED Systems betrug 153 nV
dies entspricht einer p-p Auslenkamplitude von 0,003825 pm. Die Peakamplituden
der kalibrierten Reize konnten in Spike2 mit einer Messungenauigkeit von 1 mV
abgelesen werden. Ein etwaig resultierender Fehler betrug somit maximal 0,025
pm. Es wurden Messreihen fiir verschiedene Reizfrequenzen bei unterschiedlichen
Abschwichungen durchgefiihrt (Kalibrierkurven siehe Anhang A.2). Zusétzlich zur
Auslenkamplitude wurde der von der Kugel erzeugte Schalldruck, mit einem Hy-
drophon (Typ 8103 mit Charge Amplifier Type 2635, Briiel & Kjaer), das 1 ¢cm
vor der vibrierenden Kugel positioniert wurde, gemessen. Die Messung des Schall-
drucks wurde durchgefiihrt, um die Beschleunigungsamplituden der Kugel zu be-
rechnen, so dass Reize mit unterschiedlichen Frequenzen beschleunigungsgleich
kalibiert werden konnten (detailliert Anhang A.2 ). Der Zusammenhang zwischen

dem Schalldruck und der Beschleunigungsamplitude der Kugel ist gegeben durch:

p=F/Aund F =ma

mit p = Druck ( Pa = N m™)
F = Kraft (N = kg m s2)

A = Flache (m?)

m = Masse (kg)

a = Beschleunigung (m s2)
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Wird der Schwingerreger mit unterschiedlichen Frequenzen angesteuert, bleiben bis
auf die Beschleunigung der vibrierenden Kugel alle Gréfsen konstant, so dass die
Beschleunigungsamplitude der Kugel den Schalldruck bestimmt. Zur Uberpriifung
dieser Vorgehensweise wurde das durch die Vibrationen des hydrodynamischen Di-
pols verursachte Stromungsfeld ebenfalls wie folgt berechnet (Stokes, 1850; Lamb,
1932; van Netten, 2006):

p(r,0)— —p“;f;“rz cos0|C1 (0, a)sinwt — Ca(0, a)coswT]

mit

p= Stréomungsdruck im Nahfeld ( Pa = N m?)

a= Dipol Radius (m)

w= Kreisfrequenz 2IIf (s2)

U= Vibrationsachse des Dipols (Grad)

r— Distanz Hydrophon zum Mittelpunkt des Dipols (m)
B= Auslenkamplitude des Dipols (m)

Die Dicke der Grenzschicht (8) ist gegeben durch:
72
S(w)= V%

Die Funktionen C; und C, sind abhingig vom Verhiltniss des Dipol Radius und
der Dicke der Grenzschicht:

Ci(3,0)= 142

2a

C; wirkt sich auf die Amplitude einer Sinusschwingung aus und betragt im Idealfall
1

Calbi)~ 2 14242

2a

Cy wirkt sich auf die Phase und die Amplitude einer Sinusschwingung aus und
betragt im Idealfall 0.

25



2. Material und Methoden

Beim Zusammenwirken beider Terme konnen C; und Cs als Amplituden- und
Phasenkorrektur betrachtet werden. Im Idealfall tritt keine Amplituden- oder
Phasenverschiebung auf. Setzt man die anhand der Kalibrierung mit dem Hy-
drophon bestimmten Werte in o.g. Formel ein, so ergibt sich beispielsweise fiir
eine Frequenz von 100 Hz und eine Auslenkamplitude von 0,0046 m (vergleiche
Anhang A.2.1 10 dB Abschwéchung) fiir C; ein Wert von 1,016 und fiir Cy ein
Wert von 0,017. Dies entspricht einer Abweichung von weniger als 2 %. Es ist daher
anzunehmen, dass die fiir verschiedene Frequenzen anhand der Schalldruckampli-
tude kalibrierten Beschleunigungsamplituden der Kugel unter Wasser vergleichbar

waren. Zur Berechnung der Beschleunigungsamplitude (m s2) wurde die Formel:
a= d(2IIf)* mit d= Auslenkamplitude (m) und f= Reizfrequenz

verwendet. Es ist zu beachten, dass die Auslenkamplituden d, die sich anhand
der Formel zur Berechnung beschleunigungsgleicher Reize bei verschiedenen Fre-
quenzen ergaben, von den tatsichlich gemessenen Werten abwichen. Die Ursache
dafiir war vermutlich, dass mit dem kapazitiven Messverfahren nur oberhalb der
Wasseroberfliche am Carbonstab gemessen werden konnte und nicht im Wasser
an der Kugel selbst. In die Berechnung der Beschleunigungsamplitude (siehe o.g.
Formel) floss die tatséchlich gemessene Auslenkung d ein. Hieraus ergaben sich
fiir die Beschleunigungsamplituden bei verschiedene Reizfrequenzen also folglich

voneinander abweichende Werte (siehe Anhang A.2).

Die in dieser Arbeit verwendeten Rauschreize wurden wie in dem Abschnitt 2.3.3
beschrieben kalibriert. Die Auslenkamplitude (nm) der Rauschreize wurde als qua-
dratischer Mittelwert (engl.: Root Mean Square, RMS) bzw. Effektivwert ermit-
telt. Um zu priifen, welche Schwingungsfrequenzen tatsachlich iiber den Schwin-
gerreger iibertragen wurden, wurde eine Frequenzspektrenanalyse der kalibrierten
Rauschreize durchgefiihrt (sieche Anhang A.2). Mit Hilfe einer Fast Fourier Trans-
formation (FFT) lassen sich digitalisierte Signale als Frequenzspektrum darstel-
len. Eine detaillierte Beschreibung des Algorithmus zur Berechnung der FFT ist
in Achilles (1985) zu finden.
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2.3.4. Reizprotokolle
2.3.4.1. Reizprotokolle bei Ableitungen an primaren Seitenlinienafferenzen
Ermittlung des dynamischen Bereichs

Konnte als Antwort auf einen hydrodynamischen Dipolreiz eine Verdinderung in
der Aktivitat eines Neurons festgestellt werden, so wurde zu Beginn eines Ver-
suchsdurchgangs die Position entlang der Lingsachse des Fisches bestimmt, an
der die Vibration des Dipols die stirkste Verinderung in der Aktivitat des abge-
leiteten Neurons hervorrief. Hierfiir wurde der Dipol im Abstand von 1 cm lateral
entlang des Fisches bewegt und an der entsprechenden Stelle fixiert. Es wurden
sechs Sinusreize (100 Hz, 100 ms An- und Abstiegsflanken, 800 ms Plateaudauer,
90° Startphase) prisentiert. Der zeitliche Abstand zwischen den Reizen (Inter-
Stimulus Intervall, ISI) betrug 3,5 s. Die prisentierten Reizamplituden betrugen
7-94 pm. Die Reizamplitude wurde {iber einen dB-Abschwécher in 5 dB Schritten
variiert. Durch eine qualitative Betrachtung der evozierten neuronalen Antworten
wurde der dynamische Bereich einer Zelle grob erfasst. Die Reizamplituden der im
nachfolgenden prisentierten Reize wurde so gewéhlt, dass sie sich jeweils ungefihr

in der Mitte des dynamischen Bereichs einer Zelle befanden.

Einfluss der Reizabstinde

Zunéachst wurde untersucht, ob die priméren Seitenlinienafferenzen ihr Antwortver-
halten bei wiederholter Reizpriasentation verdndern und wie die Reizwiederholrate
das Antwortverhalten der Neurone beeinflusst. Die priméaren Fasern des PLLN wur-
den mit einer Folge von 21 Sinusreizen (125 ms An- und Abstiegsflanken, 750 ms
Plateaudauer, 90° Startphase) stimuliert. Die Dauer der An- und Abstiegsflanken
der Sinusreize wurde im Vergleich zu den zur Ermittlung des dynamischen Berei-
ches présentierten Sinusreizen um 25 ms verldngert. Die Reize 1-21 einer Reizfolge
hatten eine Frequenz von 100 Hz und waren amplitudengleich (Amplitudenbereich
4-94 pm; Kalibrierkurve siehe Anhang A.2.1). Am Anfang eines Reizprotokolls

wurde die Spontanaktivitdt der Neurone fiir 5 s und am Ende einer Reizfolge fiir
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weitere 10 s aufgezeichnet. Es wurden Reizprotokolle mit ISIs von 2 s, 0,5 s, 0,1 s

und 0 s prisentiert. Innerhalb einer Reizfolge blieb der Reizabstand konstant.

Einfluss einer Reizinderung am Ende einer Reizfolge

In zwei Versuchsreihen wurde der Einfluss einer Reizinderung am Ende einer Reiz-
folge untersucht. In der ersten Versuchsreihe wurde den Neuronen im Anschluss an
eine Folge von 21 identischen 100 Hz Reizen (vergleiche Abschnitt 2.3.4.1 Einfluss
der Reizabstinde) ein beschleunigungsgleicher 70 Hz Reiz prasentiert. Die p-p Aus-
lenkung des 70 Hz- Reizes betrug 15-344 pm und die Beschleunigungsamplitude
betrug 2,9-66 m s (Abbildung 2.5; Kalibrierkurve Anhang A.2.1).

———(100 Hzy—100 Hz)— - —100 Hz)—{ 70 Hz

Reiz 1 Reiz 2 Reiz 21 Reiz 22

Abbildung 2.5.: Schematische Darstellung des Reizprotokolls der ersten Ver-
suchsreihe (primire Afferenzen).

Es wurden 21 identische 100 Hz Reize (4-94 pm Auslenkamplitude) gefolgt von einem
beschleunigungsgleichen 70 Hz (15-344 pum) préasentiert. Das IST betrug 2 s, 0,55, 0,1 s
oder 0 s und blieb wihrend einer Reizfolge konstant.

Anhand der in der ersten Versuchsreihe gewonnen Ergebnisse wurde eine zweite
experimentelle Versuchsreihe entwickelt. Auch hier wurde zu Beginn eines Reiz-
protokolls die Spontanaktivitit einer Zelle fiir 4 s aufgezeichnet. Danach wurden
zwei identische 95 Hz Reize gefolgt von zwei identischen 100 Hz Reizen mit einem
Reizabstand von 3 s prasentiert. Diese werden fortan als Referenzreize bezeichnet.
Aus den Antwortraten auf die beiden 95 Hz Referenzreize und die beiden 100 Hz
Referenzreize wurde jeweils der Mittelwert gebildet und als 95 Hz- respektive 100

Hz Referenzantwort bezeichnet. Nach weiteren 3 s Pause wurden die Neurone mit
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einer repetitiven Folge von zehn identischen 100 Hz Reizen (Reize 1-10) stimuliert.
Der Reizabstand betrug dabei 0,1 s. Am Ende einer Reizfolge wurde mit einem
Reizabstand von 0,1 s ein verdnderter Reiz (Reiz 11, i.d.R. 95 Hz) présentiert. Die
Reizamplitude des Reizes wurde entsprechend der Beschleunigungs- oder der Aus-
lenkamplitude der 100 Hz Reize gewihlt, d.h. sie war entweder beschleunigungs-
oder auslenkungsgleich mit den 100 Hz Reizen. Zum Schluss wurde erneut der 95
Hz Reiz (Reiz 12) prisentiert, allerdings mit einem Reizabstand von 3 s oder 5
s (Abbildung 2.6). Am Ende einer Reizfolge wurde die Spontanaktivitit fiir 10 s

aufgezeichnet.

In dieser Versuchsreihe wurden sechs Reizprotokolle verwendet, die sich wie folgt

unterschieden:

Reizprotokoll 1: Als verdnderter Reiz wurde ein 95 Hz Reiz prasentiert, der
entweder dieselbe Beschleunigungs- oder Auslenkamplitude wie die 100 Hz Reize

aufwies.

Reizprotokoll 2: Der Reizabstand zwischen den Referenzreizen betrug 5 s. Als
verdnderter Reiz wurde ein 95 Hz Reiz prasentiert, der dieselbe Beschleunigungs-

amplitude wie die 100 Hz Reize aufwies.

Reizprotokoll 3: Der Reizabstand zwischen den Referenzreizen betrug 5 s. Als
verdnderter Reiz wurde ein 95 Hz Reiz prasentiert, der dieselbe Beschleunigungs-
amplitude wie die 100 Hz Reize aufwies. Der Reizabstand zwischen Reiz 11 und
12 betrug 5 s.

Reizprotokoll 4: Als verinderter Reiz wurde ein 95 Hz Reiz prisentiert, der eine

geringere Beschleunigungsamplitude als die 100 Hz Reize aufwies.

Reizprotokoll 5: Als verdnderter Reiz wurde ein 100 Hz Reiz préisentiert, der
eine geringere Beschleunigungsamplitude als die zuvor présentierten 100 Hz Reize

aufwies.

Reizprotokoll 6: Es wurde kein verdnderter Reiz préasentiert. Mit einem Reizab-

stand von 3 s wurde derselbe 100 Hz Reiz noch einmal prasentiert.
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Reizprotokoll 1

Referenzreize Reiz1 Reiz 10 Reiz 11 Reiz 12

Reizprotokoll 2

Reiz1 Reiz 10 Reiz 11 Reiz 12

Reizprotokoll 3

0,1s 5s
=100 HZ- 95 Hz 95 Hz

Referenzreize Reiz1 Reiz 10 Reiz11 Reiz 12
Reizprotokoll 4

Reizprotokoll 5

Referenzreize Reiz1 Reiz 10 Reiz 11 Reiz 12

5s 0,1s
100 HZ) (100 Hz}-----—{100 H

Referenzreiz Reiz1 Reiz 10 Reiz 11 Reiz 12

Reizprotokoll 6

Abbildung 2.6.: Schematische Darstellung der Reizprotokolle 1-6 der zweiten
Versuchsreihe (primire Afferenzen).

Die in einem Protokoll présentierten 100 Hz und 95 Hz Reize wurden vor Beginn der
repetitven Reizfolge als Referenzreize prisentiert. Anschlieffend wurden 10 identische
100 Hz Reize gefolgt von einem neuen Reiz (i.d.R. 95 Hz) présentiert (ISI 0,1 s). Mit
einem ISI von 3 s oder 5 s wurde der neue Reiz erneut préasentiert.
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2.3.4.2. Reizprotokolle bei Ableitungen zentraler Seitenlinienneurone
Suchreize

Die Neurone des Hirnstamms sind nur wenig spontanaktiv (Mogdans et al., 1997;
Coombs et al., 1998; Mogdans and Bleckmann, 1999). Daher wurde mit Hilfe von
Suchreizen gezielt nach Neuronen gesucht, die auf Wasserbewegungen reagieren.
Diese Suchstimuli waren 50 Hz- und 100 Hz Sinusreize (100 ms An-und Abstiegs-
flanken, 800 ms Plateaudauer, 90° Startphase). Die p-p Auslenkamplitude der Reize
lag zwischen 1,5 und 250 pm. Die Suchreize wurden mit zufilligen Reizabstdnden
(1,5 8; 2s; 2,5 s und 3 s) prisentiert um eine mogliche Gewohnung an einen Reiz zu
verhindern. Die Ableitelektrode wurde wihrend der Priasentation der Suchreize in
50 pm Schritten durch das Hirngewebe gefahren. Konnte eine Verédnderung in der
Aktivitdt der Neurone als Antwort auf einen hydrodynamischen Reiz festgestellt
werden, so wurde das Antwortverhalten der Zelle auf akustische Reize (Sprechen,
in die Hinde schlagen oder ein leichtes Tippen gegen die Wand des Stromungs-
tank) untersucht, um herauszufinden, ob die abgeleiteten Zellen Eingénge aus dem
akustischen- oder dem vestibulidren System erhielten. Reagierte ein Neuron nur auf
hydrodynamische Reize, so wurde es dem Seitenliniensystem zugeordnet und mit

der Ermittlung des dynamischen Bereichs fortgefahren.

Ermittlung des dynamischen Bereichs

Konnte als Antwort auf einen hydrodynamischen Reiz eine Verdnderung in der
Aktivitdt eines Neurons festgestellt werden, so wurde zu Beginn eines Versuchs-
durchgangs die Position entlang der Lingsachse des Fisches bestimmt, an der die
Vibration des Dipols die stirkste Verdinderung in der Aktivitdt des abgeleiteten
Neurons hervorrief. Hierfiir wurde der Dipol im Abstand von 1 cm lateral ent-
lang des Fisches bewegt und an der entsprechenden Stelle fixiert. Es wurden sechs
Sinusreize (100 Hz, 100 ms An- und Abstiegsflanken, 800 ms Plateaudauer, 90°
Startphase) prisentiert. Der zeitliche Abstand zwischen den Reizen betrug 3,5 s.
Die prasentierten Reizamplituden betrugen zwischen 1,5 und 250 pm. Die Reizam-

plitude wurde iiber einen dB-Abschwécher in 5 dB Schritten variiert. Durch eine
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qualitative Betrachtung der evozierten neuronalen Antworten wurde der dynami-
sche Bereich einer Zelle grob erfasst. Die Reizamplituden der im nachfolgenden
prasentierten Reize wurde so gewdhlt, dass sie sich jeweils ungefihr in der Mitte

des dynamischen Bereichs einer Zelle befanden.

Amplitudenkennlinien bei verschiedenen Reizfrequenzen

Es wurden Frequenz- und Amplitudenkennlinien von Hirnstammneurone erstellt.
Den Neuronen wurden Sinusreize mit Frequenzen von 12,5 Hz, 25 Hz, 50 Hz und
100 Hz présentiert (100 ms An-und Abstiegsflanken, 800 ms Plateaudauer, 90 °
Startphase). Der zeitliche Abstand der Reize betrug 3 s. Die p-p Auslenkamplitu-
den betrugen zwischen 0,5 und 254 pm (vergleiche Anhang A.2.2). Die Sinusreize
wurden mittels eines in Spike2 programmierten Skripts digital in 10 dB und in 5
dB Schritten abgeschwicht und in einer randomisierten Reihenfolge prasentiert.
Sofern eine Zelle lange genug gehalten werden konnte, wurden die Reizprotokol-
le mehrmalig prisentiert und eine mittlere Antwort aus den Entladungsraten auf

Reize derselben Frequenz und Amplitude gebildet.

Repetitive Sinusreizfolgen

Zunidchst wurde in einer ersten experimentellen Versuchsreihe untersucht, ob Hirn-
stammneurone ihr Antwortverhalten auf wiederholte Reize verdindern und wie der
Reizabstand das Antwortverhalten der Neurone beeinflusst. Hierfiir wurden die
Neurone mit einer Reizfolge von 21 amplitudengleichen Sinusreizen (100 ms An-
und Abstiegsflanken, 750 ms Plateaudauer, 90° Startphase) stimuliert. Es wurden
Reizfolgen mit Reizfrequenzen von 50 Hz (Beschleunigungsamplitude 18 m s-?) und
100 Hz (Beschleunigungsamplitude 43 m s2) présentiert. Innerhalb einer Reizfol-
ge blieb der Reizabstand konstant. Es wurden Reizfolgen mit Reizabstdnden von
2 s, 0,5 s und 0,1 s prisentiert. Zu Beginn eines Reizprotokolls wurde die Spon-
tanaktivitdt der Neurone fiir 5 s und am Ende einer Reizfolge fiir weitere 10 s
aufgezeichnet (Abbildung 2.7).
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— O ——

Reiz 1 Reiz 2 Reiz 21

Abbildung 2.7.: Schematische Darstellung des Reizprotokolls (MON).
Es wurden 21 identische 100 Hz oder 50 Hz Reizen présentiert. Das ISI betrug entweder
28, 0,5 s oder 0,1 s und blieb wihrend einer Reizfolge konstant.

Einfluss einer Reizanderung am Ende einer Sinusreizfolge

In einer zweiten Versuchsreihe wurde der Einfluss einer Reizdnderung am Ende
einer Sinusreizfolge untersucht. Zu Beginn eines Reizprotokolls wurde die Spon-
tanaktivitit einer Zelle fiir 5 s aufgezeichnet. Danach wurde ein 100 Hz Reiz gefolgt
von einem 95 Hz Reiz mit einem Reizabstand von 5 s préisentiert. Diese werden
fortan als Referenzreize bezeichnet. Nach weiteren 5 s Pause wurden die Neurone
mit einer repetitiven Folge von zehn identischen 100 Hz Reizen stimuliert. Der
Reizabstand betrug dabei 0,1 s. Am Ende einer Reizfolge wurde mit einem Rei-
zabstand von 0,1 s erneut ein 95 Hz Reiz prasentiert. Die Reizamplitude wurde
entsprechend der Beschleunigungsamplitude der 100 Hz Reize gewéhlt, d.h. sie war
beschleunigungsgleich mit den 100 Hz Reizen. Zum Schluss wurde erneut der 95
Hz Reiz prisentiert, allerdings mit einem Reizabstand von 3 s (Abbildung 2.8).
Am Ende einer Reizfolge wurde die Spontanaktivitit der Neurone fiir 10 s aufge-

zeichnet.

Referenzreize Reiz1 Reiz 10 Reiz 11 Reiz 12

Abbildung 2.8.: Schematische Darstellung des Reizprotokolls der zweiten Ver-
suchsreihe (MION).

Die présentierten 100 Hz und 95 Hz Reize wurden vor Beginn der repetitven Reizfolge als
Referenzreize prasentiert. Anschliefend wurden 10 identische 100 Hz Reize gefolgt von
einem beschleunigungsgleichen 95 Hz Reiz prasentiert (IST 0,1 s). Mit einem ISI von 3 s
wurde der 95 Hz Reiz erneut prisentiert.
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Repetitive Rauschreizfolgen

Es wurde untersucht, ob die zentralen Neurone des Hirnstamms ihr Antwortverhal-
ten auf wiederholt prisentierte Rauschreize verdndern. Hierfiir wurden den Neu-
ronen zehn Rauschreize prisentiert. Die Reizdauer betrug 1 s. Der Reizabstand
betrug 0,1 s. Es wurden zwei unterschiedliche Rausch-Reizprotokolle genutzt. Mit
dem ersten Reizprotokoll wurde untersucht, ob die Neurone auf eine Folge von
zehn identischen Rauschreizen adaptieren und ob die Neurone die Entladungsrate
auf einen im Anschluss an die Rauschreizfolge prisentierten Sinusreiz erneut ver-
andern. Mit dem zweiten Rausch-Reizprotokoll wurde untersucht, ob die Neurone
auf eine Folge von zehn Rauschreizen adaptieren, die dasselbe Frequenzspektrum

aufweisen, sich jedoch in ihrem zeitlichen Verlauf unterscheiden.

Rausch-Reizprotokoll 1: Zu Beginn wurde die Spontanrate der Neurone fiir 4 s
aufgezeichnet. Dann wurde ein 100 Hz Sinusreiz (100 ms An-Abstiegsflanken, 800
ms Plateaudauer, 90° Startphase) prisentiert. Nach 5 s Pause wurde ein Rauschreiz
préasentiert. Diese werden fortan als Referenzreize bezeichnet. Die neuronalen Ant-
worten werden als Referenzantworten bezeichnet. Nach weiteren 5 s Pause begann
eine repetitive Folge von zehn identischen Rauschreizen. Der Reizabstand betrug
0,1 s. Im Anschluss an die Reizfolge wurde mit einem Reizabstand von 0,1 s und

mit einem Reizabstand von 3 s ein 100 Hz Sinusreiz prisentiert (Abbildung 2.9).

Rausch-Reizprotokoll 2: Zu Beginn wurde die Spontanrate der Neurone fiir 4
s aufgezeichnet. Den Neuronen wurde eine repetitive Folge von zehn Rauschreizen
préasentiert, die dasselbe Frequenzspektrum aufweisen, sich jedoch in ihrem zeitli-
chen Verlauf unterscheiden. Der Reizabstand betrug 0,1 s. Es wurde kein 100 Hz

Sinusreiz présentiert.
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Rausch-Reizprotokoll 1

Spontanaktivitat Spontanaktivitat
l 5s 5s 3s I
Reiz  Reiz
11 12
%(—/
. Reiz Reiz
Referenzreize 1 10

Abbildung 2.9.: Schematische Darstellung des Rausch-Reizprotokolls 1
(MON).

Die in einem Protokoll prasentierten 100 Hz Reize und Rauschreize wurden vor Beginn
der repetitven Reizfolge als Referenzreize prasentiert. Anschliefend wurden zehn iden-
tischen Rauschreize prisentiert. Der Reizabstand betrug 0,1 s. Anschliefend wurde mit
einem Reizabstand von 0,1 s und mit einem Reizabstand von 3 s ein 100 Hz Sinusreiz
prisentiert.

2.4. Neuronale Aufzeichnungen

2.4.1. Elektroden
Ableitungen an primiren Seitenlinienafferenzen

Zur extrazellularen Ableitung primérer Seitenlinienafferenzen wurden hochohmige
Mikroelektroden aus Glas verwendet. Die Elektroden waren mit 1M Li-Cl Losung
gefiillt. Die Impendanz der Elektroden betrug 70-170 M Ohm. Zur Herstellung der
Elektroden wurden Glaskaniilen mit einem Filament (Science Products, GB 100F-
10) mit einem Horizontalen Elektroden Puller (Sutter Instruments, Model P-80)
gezogen und anschliefend mit einem Mikrofill (World Precision Instruments) mit
Li-Cl Lésung gefiillt.

Ableitungen an zentrale Seitenlinienneuronen

Zur extrazelluldren Ableitung zentraler Seitenlinienneurone wurden selbstgebaute,

metallgefiillte Mikroelektroden verwendet (Dowben and Rose, 1953). Die Impedanz
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der Elektroden betrug 0,5- 2 MOhm. Zur Herstellung der Elektroden wurden Glas-
kaniilen (Science Products, GB 150-8P) mit einem Horizontal Elektroden Puller
(Sutter Instruments, Model P-80) gezogen. Nach dem Pullen wurde die Kanii-
le der Mikroelektrode an der Spitze vorsichtig abgebrochen. Eine geschmolzene
Indiumlegierung (Alloy 136) wurde in fliissiger Form mit einem diinnen Teflon-
schlauch (PTFE Innendurchmesser 0,8 mm Wandung 0,25 mm) aufgezogen. Der
Schlauch wurde entfernt, so dass die erstarrte Indiumstange in die Rohelektro-
de hineingeschmolzen werden konnte. Ein Messingdraht wurde mit der fliissigen
Indiumlegierung verbunden und diente als Ableitdraht. Abschliefend wurde die
Elektrodenspitze elektrolytisch mit Gold und Platin beschichtet. Ausserdem wur-
den auch industriell gefertigte Wolfram Elektroden (3 pm Insulation, 1 pm World
Precision Instruments, Inc.) genutzt. Die Impendanzen der Elektroden betrugen
zwischen 0,5 und 2 MOhm.

2.4.2. Ableitkette

Die neuronale Aktivitdt einzelner Seitenlinienneurone wurde extrazellular aufge-
zeichnet. Die hierfiir notwendigen technischen Komponenten unterscheiden sich fiir
die Ableitungen an priméren Seitenlinienafferenzen und an zentralen Seitenlinien-

neuroner.

Ableitungen an primdren Seitenlinienafferenzen

Die Aktivitidt primérer Seitenlinienafferenzen wurde mit hochohmigen Mikroelek-
troden aus Glas extrazellular abgeleitet. Als Referenzelektrode wurde ein chlorier-
ter Silberdraht verwendet. Um die Operationstffnung moglichst klein (4 x 4 mm)
zu halten wurde die Referenzelektrode aufterhalb des Schédels am rechten Opercu-
lum platziert.Die Elektroden waren an einem Elektrodenhalter (HBP-O, Science
Products) fixiert und mit einer Headstage (BA-1S Headstage, npi) verbunden. Das
aufgenommene Signal wurde 10-fach verstdrkt (Intracellular Bridge Mode Ampli-
fier, BA-1S, npi) und mit einem Analog/Digital-Wandler (CED, Mikro1401 MKII,
16 bit, 500 kHz) digitalisiert. Zusétzlich wurde ein Kerbfilter (engl.: notch filter)
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verwendet, um die stérenden Anteile der Netzfrequenz (50 Hz) zu unterdriicken. Vi-
sualisiert wurde das Signal iiber ein Oszilloskop (Tektronix, TDS 2004B, 60 MHz)
und einen Computer (DELL Optiplex GX 620, Microsoft Windows XP) mit dem
Programm Spike 2 (CED). Uber einen Lautsprecher (Eigenbau, Elektronik Werk-
statt, Universitat Bielefeld) wurde das Signal zusétzlich akustisch dargestellt. Die
aufgezeichneten Signale wurden auf dem Computer gespeichert (Abbildung 2.10
A).

Ableitungen an zentrale Seitenlinienneuronen

Zur extrazellularen Ableitung von Neuronen im MON wurden niederohmige, me-
tallgefiillte Elektroden verwendet. Uber einen Halter aus Plexiglas (Eigenbau, Fein-
mechanische Werkstatt Zoologisches Institut, Universitit Bonn) waren die Elektro-
den mit einer Headstage (DAMS8OP, World Precision Instruments, Inc.) verbunden.
Als Referenzelektrode wurde ein chlorierter Silberdraht verwendet. Aufgrund einer
moglichst kleinen Operationsoffnung der Schiadelkapsel des Tieres wurde die Refe-
renzelektrode aufserhalb des Gehirns am rechten Operculum platziert. Aufgenom-
mene neuronale Signale wurden 100-fach verstérkt (World Precision Instruments,
DAM 80, AC Differential Amplifier), iiber einen Hoch-Tiefpass gefiltert (300 Hz-10
kHz) und mit einem Analog/Digital-Wandler (CED, Power1401, 16bit, 625 kHz)
digitalisiert. Zusatzlich wurde ein Kerbfilter (engl.: notch filter) verwendet, um die
storenden Anteile der Netzfrequenz (50 Hz) zu unterdriicken. Das neuronale Signal
wurde visuell an einem Oszilloskop (HAMEG HM205, 200 Hz) und an einem Com-
puter (DELL Optiplex GX 620, Microsoft Windows XP) mit der Software Spike
2 (CED) dargestellt. Zusitzlich wurde das Signal akustisch iiber einen Lautspre-
cher (Logitech, LS 11) dargestellt. Die aufgenommenen Signale wurden auf dem
Computer gespeichert (Abbildung 2.10 B).
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A B
PC Dell Optiplex PC Dell Optiplex
620, Microsoft 620, Microsoft
Windows XP Windows XP
Analog-Digital- Analog-Digital-
Wandler Wandler
CED, Micro MK Il CED, Power 1401,
1401, 16 bit, 500 kHz ;
Lautsprecher 16 bit, 625 kHz
' Eigenbau, Lautsprecher
Universitat Bielefeld t Logitech LS 11
Oszilloskop Oszilloskop
) Tektronix ] Hameg
50 Hz Kerb Filter TDS 200 4B 50 Hz Kerb Filter HM205-3
Hum Bug, Hum Bug,
Quest Scientific Quest Scientific
Intrazellular Verstarker

World Precision

Verstarker BA-1S, Instruments, DAM 80

npi AC Differential Amplifier
Headstage BA-1S, npi Headstage
Elektrodenhalter World Precision
HBP-O Science Instruments DAM
Products 80P
Glaselektrode Metallelektrode
und und
Referenzelektrode Referenzelektrode

Abbildung 2.10.: Ableitkette zur Aufzeichnung primirer Seitenlinienafferen-
zen und zentraler Seitenlinienneurone.

A: Ableitkette bei Ableitung primérer Seitenlinienafferenzen B: Ableitkette bei Ableitung
zentraler Seitenlinienneurone
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2.5. Datenanalyse

Die Aktionspotentiale wurden nach der Aufnahme digital von einem Hintergrund-
rauschen separiert. Es wurde eine Schwelle definiert und alle diese Schwelle {iber-
steigenden Aktionspotentiale gewertet. Die Entladunsgrate eines Neurons wurde
als Aktionspotentiale pro Sekunde (engl.: Spikes/s) angegeben. Die spontane Ent-
ladungsrate (Spontanrate) einer Zelle wurden aus den gemittelten Entladungsraten
vor und nach einer Reizpriasentation berechnet. Die gemittelte Spontanrate einer
Zelle wurde von der Antwortrate wiahrend eines prisentierten Reizes subtrahiert.
Diese Rate wurde als evozierte Entladungsrate bezeichnet. Zuséitzlich wurde die

halbmaximale Breite der Aktionspotentiale bestimmt.

2.5.1. Phasenkopplung

Um zu priifen, ob die Aktionspotentiale phasengekoppelt auf die prisentierten
Sinusreize auftraten, wurde der Grad der Phasenkopplung der Antwort auf den
Reiz untersucht. In einem Phasendiagramm wurde zunéchst die Verteilung der
innerhalb der gesamten Reizfolge auftretenden Phasenwinkel dargestellt. Zur Be-
schreibung der Starke der Phasenkopplung wurde der Synchronisationskoeffizient
(R) (Goldberg and Brown, 1969) berechnet. Die Richtung des Vektors beschreibt
den mittleren Phasenwinkel, auf welchen die Faser antwortet, und der Betrag be-
schreibt die Starke der Phasenkopplung. R kann Werte von 0 bis 1 einnehmen. Fin
R-Wert von 1 bedeutet, dass alle Aktionspotentiale zum gleichen Phasenwinkels ei-
ner Sinusschwingung auftraten. Zur statistischen Uberpriifung der Synchronisation
wurde die Rayleigh- Statistik Z verwendet (Batschelet, 1981).

Z = R2N
N = Anzahl an Aktionspotentialen
Ein Wert von Z > 4,6 bedeutet, dass die Wahrscheinlichkeit einer zufilligen Ver-

teilung der Aktionspotentiale wiahrend einer Sinusschwingung sehr gering ist (p <
0,01).
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2.5.2. Anderung der Antwortraten wihrend einer repetitiven

Reizfolge

Um zu priifen, ob die Neurone ihre Antwortraten auf einen wiederholt présen-
tierten Reiz in systematischer Weise veranderten, wurde ein Rangkorrelationstest
nach Kendall angewendet. Die Rangkorrelation ist ein nicht-parametrisches, sta-
tistisches Verfahren und diente der Uberpriifung eines bivariaten Zusammenhangs
zwischen zwei Variablen, hier Reiznummer und Entladungsrate eines Neurons, in-
dem zwei Rangreihen gebildet und miteinander verglichen werden, die Rangkor-
relation nach Kendall kann verwendet werden, wenn die Gesamtanzahl an Féllen
niedrig ist (N< 20). Die Rangkorrelation nach Kendall kann auch dann ange-
wandt werden, wenn verbundene Rangplitze (mehrfaches Auftreten eines Wertes
innerhalb einer Rangreihe) auftreten. Beim Vorhandensein von Ausreifsern ist der
Rangkorrelationskoeffizient nach Kendall weniger empfindlich gegeniiber Verzer-
rungen als andere Testverfahren. Fiir die Daten der vorliegenden Arbeit bildeten
die Reiznummern die erste Rangreihe. Diese Rangreihe war demnach bereits gro-
fenmafig sortiert. Die zugehdrigen Entladungsraten eines Neurons bildeten die
zweite Rangreihe. Es wurde nun gepriift, ob ob die Rangordnung der ersten Ran-
greihe (Reiznummern) in der zweiten Rangreihe eingehalten wurde. Der Rangkor-

relationskoeffizient Tau berechnet sich wie folgt:

S

T= n(n—1)/2

Die Summe S ergibt sich aus der Subtraktion der Anzahl der Inversionen von der

Anzahl der Proversionen

Der Rangkorrelationskoeffizient Tau kann einen positiven oder einen negativen
Wert einnehmen. Ein positiver Wert (Tau>0) bedeutet, dass die Rangordnung der
zweiten Rangreihe positiv mit der Rangordnung der ersten Rangreihe korreliert.
Bezogen auf die Daten der vorliegenden Arbeit bedeutet dies eine Zunahme der
Entladungsrate mit zunehmender Reiznummer. Ein negativer Rangkorrelationsko-
effizient (Tau<0) bedeutet hingegen, dass die Rangordnung der zweiten Rangreihe
negativ mit der Rangordnung der ersten Rangreihe korreliert. Dies bedeutet, dass
die Entladungsraten eines Neurons mit zunehmender Reiznummer abnahmen. An-

hand der Grofe des Rangkorrelationskoeffizienten konnte jedoch keine Aussage
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dariiber gemacht werden, ob ein signifikanter Zusammenhang zwischen den beiden
Rangreihen bestand. Die Signifikanz des Rangkorrelationskoeffizienten wird mit ei-
nem T-Test iiberpriift. Der T-Test gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit in den
untersuchten Rangreihen auch dann ein Korrelationskoeffizient der beobachteten
Grofenordnung auftreten kann, wenn tatséchlich kein bivariater Zusammenhang
besteht. Nachfolgend wurden die neuronalen Ableitungen anhand des Rangkorre-
lationskoeffizienten (Tau) und des zugehorigen Signifikanzwertes (p) in drei Grup-
pen eingeteilt. Wenn p>0,05 war bedeutete dies, dass zwischen den beiden Ringen
keine signifikante Korrelation bestand. Es wurde definiert, dass neuronale Ablei-
tungen, fiir die ein p >0,05 ermittelt wurde keine systematische Verdnderung der
Entladungsrate innerhalb einer repetitiven Reizfolge zeigten (nachfolgend als Typ
A-Antworten bezeichnet). Demgegeniiber stehen die Ableitungen, bei denen eine
signifikante (p<0,05) Korrelation zwischen der Reiznummer und der Antwortrate
auftraten. Bei diesen Ableitungen wurde zwischen einer systematischen Abnahme
(p<0,05; Tau<0; Typ B-Antworten) der Entladungsrate iiber die Reizfolge und
einer systematischen Zunahme (p<0,05; Tau>0; Typ C-Antworten) unterschieden
(Abbildung 2.11).

Haufigkeitsverteilung

Um zu priifen, ob die Typ A-, Typ B- und Typ C-Antworten bei den prisentierten
Reizabstinden signifikant hiufig auftraten wurde ein y?-Test angewandt. Der y*-
Wert berechnet sich wie folgt:

o (beobachtete Hiufigkeit)?
X2 - Z erwartete Haufigkeit

mit DNerwartete Haufigkeiten > 9

Ausgleichsfunktion

Bei neuronalen Ableitungen wurde den Datenpunkten (Entladungsrate versus Reiz-
nummer) eine 3-parametrische logarithmische Ausgleichsfunktion (engl.: Fit) ange-

passt (OriginPro 8G, OriginLab Corporation). Die verwendete Ausgleichsfunktion
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2. Material und Methoden

y=a—>bx(Ln(z)+c)

mit x= Reiznummer

eignet sich besonders, da sowohl logarithmische als auch nahezu lineare Funktions-
verlaufe dargestellt werden kénnen (siche Anhang A.9). Der Faktor a beschreibt
die Verschiebung der Funktion in Ordinatenrichtung. Die Stauchung beziehungs-
weise die Streckung der Funktion wird iiber den Faktor b beschrieben und die
Verschiebung der Funktion in Abszissenrichtung wird iiber den Faktor ¢ beschrie-
ben (Abbildung 2.11 rote Linien).

Typ A- Antwort Typ B- Antwort Typ C- Antwort
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Abbildung 2.11.: Einteilung der Antwortverliiufe anhand des Rangkorrelati-
onskoeffizienten nach Kendall und zugehérige Ausgleichsfunktionen.

Von links nach rechts dargestellt: Antwortverlauf ohne eine systematische Anderung der
Entladungsrate (Typ A-Antwort), Antwortverlauf mit einer systematischen Abnahme der
Entladungsrate (Typ B-Antwort) und Antwortverlauf mit einer systematischen Zunahme
der Entladungsrate (Typ C-Antwort).

Quantifizierung der Abnahme der Entladungsrate iiber eine Reizfolge

Absolute Abnahme der Entladungsrate: Um eine absolute Anderung der
Entladungsrate iiber eine Reizfolge zu berechnen, wurde der Mittelwert der Ent-
ladungsraten auf die letzten fiinf (Reize 17-21 bei Reizfolgen aus 21 Reizen) be-

ziehungsweise auf die letzten vier Reize (Reize 7-10 bei Reizfolgen aus 10 Reizen)
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2. Material und Methoden

einer Reizfolge gebildet und von der Entladungsrate auf den ersten Reiz einer

Reizfolge subtrahiert.

Relative Abnahme der Entladungsrate: Um die Ratenidnderungen iiber eine
Reizfolge bei verschiedenen Ableitungen miteinander vergleichen zu kénnen, wur-
den die Entladungsraten auf den ersten Reiz einer Reizfolge normiert (100 %) und

eine prozentuale Ratendnderung iiber die Folge berechnet.

Entladungsraten im Onset und Steady-State iiber eine Reizfolge

Primére Seitenlinienafferenzen zeigen teilweise phasische Antworten auf Dipolrei-
ze (Mogdans and Bleckmann, 1999; Miiller, 2007; Frings, 2011). Das heifst, die
Neurone feuern zu Reizbeginn mit einer hohen Entladungsrate und verringern die-
se im weiteren Verlauf eines konstanten Reizes. Eine hohere Entladungsrate zu
Reizbeginn wird als Onset bezeichnet. Die daran anschliefende konstant erhdhte
Entladungsrate wird als Steady-State bezeichnet (vergleiche Abbildung 3.14). Es
wurde untersucht, ob sich die Entladungsraten der Typ B-Antworten im Onset und
im Steady-State wahrend einer Reizfolge dnderten. In einer vorangegangen Studie
(Frings, 2011) zeigten die abgeleiteten Neuron im Mittel innerhalb der ersten 90-
250 ms eine Onsetantwort. Es wurden daher fiir die Daten der vorliegenden Arbeit
fiir jeden Reiz der Reizfolge die Entladungsraten wiahrend der ersten 250 ms eines
Reizes ausgewertet und als Onsetrate bezeichnet. Die Entladungsrate wihrend der
restlichen Reizdauer (251 ms- 1000 ms) wurde als Steady-Staterate bezeichnet.
Hieraus wurden die mittleren Entladungsraten im Onset und im Steady-State fiir
verschiedene Reizabstinde gebildet und die Mittelwertdifferenzen zwischen Onset
und Steady State berechnet.

Abhingigkeit der Ratenabnahme von der Reizintensitit

Es wurde untersucht, ob die Intensitdt der prasentierten Reize Einfluss auf die
Starke der Abnahme der Entladungsrate hatte. Hierfiir wurde die absolute Raten-
abnahme fiir alle Neurone als Funktion der prisentierten Reizintensitat aufgetra-

gen. Um einen statistischen Zusammenhang zwischen der prisentierten Reizinten-
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sitdten und der zugehorigen Abnahme der Entladungsrate beurteilen zu kénnen,

wurde eine Rangkorrelation nach Spearman (vergleiche Anhang A.3.3) berechnet.

Um zu priifen, ob ein Zusammenhang zwischen der Hohe der Entladungsrate auf
den ersten Reiz einer Folge und der Abnahme der Entladungsrate iiber eine Reiz-
folge bestand, wurden die Entladungsraten auf den ersten Reiz aller Typ A- und
Typ B-Antworten gegen die absolute Ratenabnahme aufgetragen. Um die Daten-
menge fiir eine statistische Uberpriifung zu erhéhen, wurden sowohl die Typ A-
und Typ B-Antworten aus der ersten Versuchsreihe (Reizabstand 0,1 s) als auch
die Typ A- und Typ B-Antworten aus der zweiten Versuchsreihe (Reizprotokoll 1)

aufgetragen.

Abhingigkeit der Ratenabnahme von der Spontanrate

Um zu priifen, ob zwischen den spontanen Entladungsraten der Neurone und der
absoluten Abnahme der Entladungsrate iiber eine Reizfolge ein Zusammenhang
besteht wurde die absolute Ratenabnahme fiir jede Zelle als Funktion ihrer Spont-
anraten aufgetragen. Um einen statistischen Zusammenhang zwischen der Raten-
abnahme und der Spontanrate beurteilen zu kdnnen, wurde eine Rangkorrelation

nach Spearman berechnet.

Quantifizierung der Rateninderung auf einen verdnderten Reiz am Ende

einer Reizfolge

Primare Afferenzen Versuchsreihe 1:

Es wurde gepriift, ob eine Anderung der Reizfrequenz am Ende einer repetitiven
Reizfolge eine erneute Verdnderung der Antwortstiarke bei Typ-B Antworten her-
vorrief. Dazu wurde der Mittelwert der evozierten Entladungsraten auf die Reize
17-21 (Reizfrequenz: 100 Hz) gebildet und mit der evozierten Entladungsrate auf
den 22. Reiz (Reizfrequenz 70 Hz) verglichen. Wenn die Anderung der Entladungs-
rate auf den verdnderten Reiz grofer oder gleich der mittleren Entladungsrate der
letzten fiinf Reize der repetitiven Reizfolge plus der doppelten Standardabweichung
(MW Reize 17.21 + 2-fache SD) war, wurde dies als eine Zunahme der Entladungsra-

te definiert. Betrug die Antwort auf den veréinderten Reiz weniger als die mittlere

44



2. Material und Methoden

Entladungsrate der letzten fiinf Reize der repetitiven Reizfolge minus der dop-
pelten Standardabweichung (MWgeize 1721 - 2-fache SD), so wurde dies als eine
Verringerung der Entladunsgrate definiert. Ableitungen, bei denen die Anderung
der Entladungsrate auf den verdnderten Reiz anhand der oben genannten Kri-
terien nicht als Zu- oder Abnahme eingeordnet werden konnte, wurden als nicht

verandert definiert.
Primare Afferenzen Versuchsreihe 2 und Neurone im MON:

Es wurde gepriift, ob sich die Entladungsrate auf einen verinderten Reiz, der
nach einer repetitiven Reizfolge prasentiert wurde, erneut verédndert. Alle in die-
sen Reizprotokollen prisentierten Reize wurden vor Beginn der repetitiven Folge
als Referenzreize prasentiert (siche Kapitel 2.3.4.1). Die Entladunsgsraten auf diese
Reize wurde als Referenzantwort bezeichnet. Es wurde gepriift, ob sich die Ent-
ladungsrate auf die Referenzreize von den Entladungsraten auf dieselben Reize,
wenn sie nach einer repetitive Reizfolge prasentiert wurden, dnderte. Wéhrend
des Reizprotokolls 1 wurden die 95 Hz Referenzreize zweimal prasentiert. Da sich
die Antworten auf diese beiden 95 Hz Reize nicht signifikant voneinander unter-
schieden (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test W: 4372, Z: 1,94, p: 0,052) wurde der
Mittelwert aus den Antworten gebildet und als mittlere Referenzantwort eines Neu-
rons bezeichnet. Wihrend der Reizprotokolle 2-6 und dem Rausch-Reizprotokoll
1 wurde nur ein Referenzreiz priasentiert und die Entladungsrate entsprechend als
Referenzantwort bezeichnet. Die Entladungsrate auf den 95 Hz Referenzreiz wur-
de normiert (100 %) und die prozentuale Anderung der Entladungsraten auf die
Beiden 95 Hz Reize, die nach der Folge repetitiver 100 Hz Reize prisentiert wurde
(Reize 11 und 12) berechnet. Um zu priifen, ob sich die Entladungsraten auf den
11. und auf den 12. Reiz einer Reizfolge signifikant von der 95 Hz Referenzantwort
unterscheiden, wurde iiber alle abgeleiteten Neurone, an denen das entsprechende
Protokoll durchgefiihrt wurde, ein Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test durchgefiihrt.
Der Vorzeichentest ist ein nicht-parametrisches Testverfahren fiir gepaarte Stich-
proben und kann auch dann verwendet werden, wenn die abhidngigen Variablen

nicht normalverteilt sind (vergleiche Anhang A.3.2).
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Im Nachfolgenden werden zu Beginn die Ergebnisse der Untersuchung an den pri-
maren Seitenlinienafferenzen und anschliefend die Ergebnisse der Untersuchung im
MON des Goldfisches, C. auratus, vorgestellt. Diese Reihenfolge entspricht nicht
der Chronologie der Versuchsreihen sondern wurde in Anlehnung an die Signal-

weiterleitung von den priméaren Afferenzen in das ZNS gewahlt.

3.1. Antwortverhalten primarer

Seitenlinienafferenzen auf Dipolreize

Das Antwortverhalten der priméren Seitenlinienafferenzen auf Dipolreize wurde
in vorangegangenen Studien bereits beschrieben (beispielsweise Bleckmann and
Topp, 1981; Miinz, 1985; Elepfandt and Wiedemer, 1987; Coombs and Montgome-
ry, 1992; Mogdans and Bleckmann, 1998, 1999). Fiir die vorliegende Dissertation
wurden zu Beginn mittlere Amplitudenkennlinien der PLLN Fasern erstellt und
das Antwortverhalten auf einzelne Sinusreize charakterisiert. In der anschliefsen-
den Versuchsreihe zum Einfluss repetitiver Reize wurden dieselben Reize dann
wiederholt prasentiert. Fiir diesen Versuchsteil wurden 135 Fasern des PLLN des
Goldfisches, C. auratus (n=16) extrazellulir abgeleitet. 64 dieser Zellen wurden
aufgrund eines schlechter werdenden Signal-Rausch Verhéltnisses wihrend der Da-
tenaufnahme von der Auswertung ausgeschlossen. Weitere 15 Zellen gingen wéh-
rend der Datenaufnahme verloren und insgesamt 24 Zellen zeigten keine Reaktion
auf die dargebotenen stationdren Wasserbewegungen. Die Spontanaktivititen der
verbliebenen 32 Neurone lagen zwischen 0 und 71,5 Hz (M: 20 Hz, SD: 16,32 Hz).
Die halbmaximale Breite der Aktionspotentiale betrug 1,68 ms und 2 ms (Mdn:
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3. Ergebnisse

1,8 ms, M: 1,88 ms, SD: 0,086 ms).

Die untersuchten PLLN Fasern antworteten auf Sinusreize mit phasengekoppelten
Aktionspotentialen und einer Erhohung der Entladungsrate. Die Abbildung 3.1
zeigt beispielhaft die Antwort einer PLLN Faser auf einen 100 Hz Sinusreiz mit
einer Auslenkamplitude von 84 pm p-p. Die Spontanaktivitit der Zelle wurde vor
Reizbeginn fiir 3 s aufgezeichnet und betrug 44 Hz. Die evozierte Entladungsrate
der Zelle wihrend des Reizes betrug 109 Hz. Die Aktionspotentiale koppelten si-
gnifikant (Synchronisationskoeffizient R= 0,83; Rayleigh Statistik Z: 107,94 ) an

einen mittleren Phasenwinkel von 68°.

0,03V

84 um

500 ms

Abbildung 3.1.: Antwort einer priméren Afferenz auf einen Sinusreiz.
Oben: Originalableitung. Unten: Reizspur. Details siehe Text.
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Der Grad der Phasenkopplung und die Entladungsrate der PLLN Fasern nahmen
mit zunehmender Reizamplitude zu. Die Synchronisation der Spikes war mit der
in dieser Arbeit groften, prasentierten Reizamplitude geringer als bei kleineren
Reizamplituden, da die Neurone bei hohen Reizamplituden mit bis zu vier Spikes
pro Sinusschwingung antworteten. In Schwellennihe antworteten die Neurone mit
einer phasengekoppelten Modulation der Spontanrate (Beispiel in Abbildung
3.2).
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Abbildung 3.2.: Amplitudenkennlinie einer priméren Afferenz.

Evozierte Entladungsrate (Hz; Kreis) und Synchronisationskoeffizient R (Quadrat) sind
in Abhéngigkeit der p-p Auslenkamplitude (nm) aufgetragen. Die Reizfrequenz betrug
100 Hz.
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3. Ergebnisse

Die Abbildung 3.3 zeigt die mittleren evozierten Entladungsraten von 32 PLLN
Fasern bezogen auf die Auslenkamplitude. Die Reizfrequenz betrug 100 Hz. Die
abgeleiteten Neurone antworteten bei Auslenkamplituden von 7 pm und 14 pm
mit einer mittleren evozierten Endladungsrate von 7 Hz respektive 10 Hz. Mit
zunehmender Auslenkamplitude nahm die Entladungsrate zu und betrug mit der

grofiten prisentierten Auslenkamplitude (80 pm) 45 Hz.
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Abbildung 3.3.: Mittlere Amplitudenkennlinie primirer Seitenlinienafferen-
zen (n=32).
Reizfrequenz 100 Hz (n=32). Boxplot: Mediane, Mittelwerte, Quartile, 5%, 95%, Minima
und Maxima.
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3.2. Einfluss repetitiver Sinusreize auf das
Antwortverhalten primarer

Seitenlinienafferenzen

3.2.1. Einfluss des Reizabstandes

Es wurde untersucht, ob die priméren Seitenlinienafferenzen ihr Antwortverhalten
wahrend einer Folge identischer Sinusreize verdndern und ob die Reizwiederholra-
te das Antwortverhalten beeinflusst. Die hier dargestellten Ergebnisse basieren auf
elektrophysiologischen Ableitungen an 26 Neuronen, bei denen Antwortraten auf
213 Reizfolgen aufgezeichnet und ausgewertet wurden. Die p-p-Auslenkamplituden
betrugen 4-94 pm. Sofern eine Ableitung lange genug gehalten werden konnte und
die Ableitqualitdt gut war, wurden einzelne Reizfolgen mehrfach (maximal vier
Mal) présentiert. Die Reizfolgen unterschieden sich in ihren Interstimulus Inter-
vallen (ISI). Es wurden 45 Reizfolgen (n=21 %, 22 Zellen) mit einem ISI von
0 s prisentiert, 52 Reizfolgen (n=24 %, 17 Zellen) mit einem IST von 0,1 s, 57
Reizfolgen (26 %, 17 Zellen) mit einem ISI von 0,5 s und 59 Reizfolgen (n=28
%, 22 Zellen) mit einem ISI von 2 s. Die Spontanaktivitdten der Zellen betrugen
zwischen 0 Hz und 71,5 Hz (M: 20 Hz, SD: 16,32 Hz). In 41 % (n= 88) der Ab-
leitungen trat keine signifikante Verdnderung der Antwortrate iiber die Reizfolge
auf. Diese Ableitungen werden nachfolgend als Typ A-Antworten bezeichnet. In 57
% (n— 122) der Ableitungen trat eine signifikante Abnahme der evozierten Entla-
dungsrate iiber die Reizfolge auf. Diese werden nachfolgend als Typ B-Antworten
bezeichnet. Nur 2 % (n= 3) der Ableitungen zeigten eine signifikante Erhohung
der Entladungsrate iiber die Reizfolge (Typ C-Antworten). Beispiele fiir Typ A-,
B- und C- Antwortverlaufe sind in der Abbildung 2.11 dargestellt. Typ A-, B- und
C- Antworten traten bei allen verwendeten Reizabstinden auf. Jedoch nahm der
relative Anteil der Typ A-Antworten mit zunehmender Reizwiederholrate, d.h. mit
abnehmendem Reizabstand ab und der relative Anteil der Typ B-Antworten zu
(y?-Test fiir Typ A und Typ B-Antworten: y?: 35,38; p: 0,0000001). Der Anteil der
Typ C-Antworten verdnderte sich nicht (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4.: Relative Anteile der Typ A, B und C Antworten in Abhin-

gigkeit des Reizabstandes.
Absolute Zahlen in bzw. neben den Balken.

3.2.2. Charakterisierung der Antworttypen
3.2.2.1. Typ A-Antworten

In 41 % (n=88) der Ableitungen wurde keine systematische Verdnderung der Ant-
wortstéirke iiber eine repetitive Reizfolge (Typ A-Antworten) beobachtet. Die Ab-
bildung 3.5 zeigt beispielhaft die Daten einer Typ A-Antwort. Der Reizabstand
betrug 0,5 s und die Reizamplitude 76 nm. Die Spontanaktivitit der Zelle betrug
23 Hz. Die Entladungsrate auf den ersten Reiz der Folge betrug 16 Hz. Die evozier-
ten Entladungsraten varilerten wéhrend der Reizfolge zwischen 3,5 Hz (8. Reiz)
und 23 Hz (18. Reiz).
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Abbildung 3.5.: Beispiel fiir eine Typ A-Antwort.

Oben: Evozierte Entladungsraten als Funktion der Reiznummer. Rot: 3-Parameter-
logarithmischer Fit [y= -1254,19+183,34*(Ln(x)-990,14)], p: 0,36, Tau: 0,14. Mitte: Ori-
ginalableitung, aus der die oben dargestellten Entladungsraten berechnet wurden. Unten:
Reizspur Reizabstand 0,5 s.

Der relative Anteil der Typ A-Antworten nahm mit kiirzer werdendem Reizabstand
ab. Er betrug 70 % (n= 41) bei 2 s Reizabstand, 45 % (n= 25) bei 0,5 s, 30 %
(n=16) bei 0,1 s und 13% (n= 6) bei 0 s (Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6.: Relative Anteile der Typ A- Antworten.
Die absolute Anzahl der Ableitungen in den Balken und in Klammern.
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3.2.2.2. Typ C-Antworten

In 2 % (n=3) der Ableitungen wurde eine signifikante Zunahme der Entladungsrate
tiber eine repetitive Reizfolge (Typ C-Antworten) beobachtet. Die Abbildung 3.7
zeigt beispielhaft die Daten einer Typ C-Antwort. Die Spontanaktivitdt der Zelle
betrug vor Beginn des Reizprotokolls 6,8 Hz und danach 6,9 Hz. Der Reizabstand
betrug 0,5 s und die Reizamplitude 76 pm. Die evozierten Entladungsraten nahmen
von 2,1 Hz (1. Reiz) auf 6,1 Hz (21. Reiz) zu.
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Abbildung 3.7.: Beispiel fiir eine Typ C- Antwort mit einer niedrigen Entla-
dungsrate.

Oben: Evozierte Entladungsraten als Funktion der Reiznummer. Rot: 3-Parameter-
logarithmischer Fit [y= 0,0142,59*(Ln(x)-1,98)], p: 0,005; Tau: 0,45. Mitte: Original-
ableitung, aus der die oben dargestellten Entladungsraten berechnet wurden. Unten:
Reizspur Reizabstand 0,5 s.
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Die Abbildung 3.8 zeigt Daten einer weiteren Typ C-Antwort. Der Reizabstand
betrug 0 s und die Reizamplitude 94 pm. Die gemessene Spontanaktivitit der Zelle
betrug vor Beginn des Reizprotokolls 37,5 Hz und nach dem Reizprotokoll 33,5 Hz.
Die evozierte Entladungsrate nahm von 79 Hz (Reiz 1) auf 117 Hz (Reiz 21) zu.
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Abbildung 3.8.: Beispiel fiir eine Typ C- Antwort mit einer hohen Entladungs-
rate.

Oben: Evozierte Entladungsraten aufgetragen als Funktion der Reiznummer. Rot: 3-
Parameter-logarithmischer Fit: [y= 91,77+10,58*(Ln(x)-0,74)], p: 0,02; Tau 0,35. Mitte:
Originalableitung, aus der die oben dargestellten Entladungsraten berechnet wurden.
Unten: Reizspur 0 s.
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3.2.2.3. Typ B-Antworten

Ungeachtet des Reizabstandes kam es bei 122 Ableitungen (57 %) zu einer signi-
fikanten Abnahme der evozierten Entladungsrate wihrend einer repetitiven Reiz-
folge. Die Abbildung 3.9 zeigt beispielhaft Daten einer Typ B-Antwort. In diesem
Beispiel betrug die p-p- Auslenkamplitude 94 pym und der Reizabstand 0 s. Wah-
rend des ersten Reizes der Reizfolge betrug die evozierte Antwortrate 72 Hz. Mit

zunehmender Reiznummer nahm die Entladungsrate systematisch um 86 % auf 10
Hz wahrend des 21. Reizes ab.
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Abbildung 3.9.: Beispiel fiir eine Typ B-Antwort.

Oben: Evozierte Entladungsraten als Funktion der Reiznummer. Rot: 3-Parameter-
logarithmischer Fit [y= 53,86-14,85*(Ln(x)-0,70)]. Mitte: Originableitung, aus der die
oben dargestellten Entladungsraten berechnet wurden. Unten: Reizspur. Reizabstand
0 s.

Bei den Typ B-Antworten war die Abnahme der Entladungsrate iiber eine Reizfolge

vom zeitlichen Abstand der Reize abhéngig. Bei allen Reizabstinden waren die ge-

mittelten evozierten Raten auf den 1. Reiz einer Reizfolge vergleichbar (Abbildung
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3.10 und 3.12 oben). Bei Reizfolgen mit einem Reizabstand von 2 s antworteten
die untersuchten Neurone im Mittel mit einer evozierten Entladungsrate von 77 Hz
(SD: 43,5 Hz ) auf den ersten Reiz der Folge, bei Reizfolgen mit einem Reizabstand
von 0,5 s mit 85 Hz (SD: 38,5 Hz) und bei einem Reizabstand von 0,1 s respektive
0 s mit 83 Hz (SD: 45 Hz) respektive 76 Hz (SD: 38,5 Hz). Die Entladungsrate
nahm {iber Reizfolgen mit einem Reizabstand von 2 s um 13 Hz (SD: 4,5 Hz), bei
einem Reizabstand von 0,5 s um 28 Hz (SD: 8 Hz) und bei einem Reizabstand
von 0,1 s respektive 0 s um 34 Hz (SD: 12,5 Hz) respektive 33 Hz (SD: 9 Hz) ab
(Abbildungen 3.11 und 3.12 unten).
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Abbildung 3.10.: Evozierte Entladungsraten (Hz) auf den ersten Reiz einer
Reizfolge.

Entladungsraten (Hz) auf den ersten Reiz einer Reizfolge fiir Reizabstdnde von 0 s
(n=38); 0,1 s (n=35); 0,5 s (n=31); 2 s (n=18).
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Abbildung 3.11.: Einfluss der Reizabstinde auf die Enladungsraten.
Mittlere evozierte Entladungsraten (Hz) sind gegen die Reiznummer aufgetragen. SD als
Fehlerbalken.
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Abbildung 3.12.: Einfluss der Reizabstinde auf die Abnahme der Entladungs-
rate (Hz) iiber Reizfolgen.

Oben: Mittlere evozierte Entladungsraten (Hz) auf den ersten Reiz einer Reizfolge fiir
verschiedene Reizabstédnde. SD als Fehlerbalken. Unten: Mittlere Abnahme der Entla-
dungsrate (Hz) iiber Reizfolgen mit Reizabstdnden von 0 s (n=38); 0,1 s (n=35); 0,5 s
(n=31); 2 s (n=18). SD als Fehlerbalken.

Um zu priifen, ob die Abnahme der Entladungsrate wihrend einer Reizfolge von
Reiz zu Reiz gleich grof ist wurde die Abnahme der Entladungsrate von einem Reiz
auf einen Folgereiz untersucht. Es zeigte sich, dass die Abnahme der Entladungsra-
te von einem Reiz auf einen Folgereiz wihrend der ersten fiinf Reizprisentationen
besonders grof war und mit zunehmender Reiznummer kleiner wurde. Bei allen
prasentierten Reizabstinden erfolgte die stirkste Ratenabnahme vom ersten Reiz
auf den zweiten Reiz einer Reizfolge. Auch dieser Effekt hing von der Reizwie-

derholrate ab. Mit kiirzer werdendem Reizabstand nahmen die Entladungsraten
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stdrker ab (Abbildung 3.13). Bei einem Reizabstand von 2 s betrug die Raten-
abnahme zwischen Reiz 1 und Reiz 2 7 %, bei einem Reizabstand von 0,5 s und
0,1 s 15 % und bei einem Reizabstand von 0 s 21 %. Mit zunehmender Reiznum-
mer wurden die Abnahmen der Entladungsraten kleiner. Im Mittel nahmen die
Entladungsraten vom zweiten auf den dritten Reiz einer Reizfolge bei einem Rei-
zabstand von 2 s um 3,5% ab, bei einem Reizabstand von 0,5 s um 4 % und bei
einem Reizabstand von 0,1 s repektive 0 s um 6 %. Die Entladungsraten nahmen
zwischen dem vierten und dem fiinften Reiz einer Reizfolge im Mittel um 3-4 %
ab. Ab der fiinften Reizwiederholung (Reiznummer 6-21) betrugen die Abnahme

der Entladungsraten von einem Reiz auf einen Folgereiz weniger als 1 %.

25

N
o

[uny
w

=
o

— 25 (n=18)
0,5s (n=31)

0,1 s (n=35)
5 0's (n=38)

—— 3

Abnahme der Entladungsrate pro Reiz (%)

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Reiznummer

Abbildung 3.13.: Abnahme der Entladungsrate (%) von einem Reiz auf einen
Folgereiz.
Reizabstéande sind farbcodiert.
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Onset und Steady-State Entladungsraten

In vorangegangenen Studien (Mogdans and Bleckmann, 1999; Mdller, 2007; Frings,
2011) wurde bereits gezeigt, dass die neuronalen Antworten der priméren Seitenli-
nienafferenzen auf einen Einzelreiz aus einer Onset- und einer Steady-State Kom-
ponente bestehen konnen. Dies bedeutet, dass die Neurone zu Reizbeginn eine
starke Erh6hung der Entadungsrate zeigen (Onset), die im weiteren Verlauf eines
gleichbleibenden Reizes auf ein konstantes Niveau abnimmt (Steady-State), d.h.,
die Zelle adaptiert. In der vorliegenden Arbeit wurde nun untersucht, ob sich die
Entladungsraten der Typ B-Antworten im Onset und im Steady State {iber eine
Reizfolge in gleicher Weise verdndern. Hierfiir wurden die Entladungsraten aller
Typ B-Antworten im Onset (0-250 ms nach Reizbeginn) und im Steady-State (251-
1000 ms nach Reizbeginn) ausgewertet (vergleiche Abschnitt 2.5.2).

Die Abbildung 3.14 zeigt beispielhaft die Antwort einer Zelle auf den ersten Reiz
einer Reizfolge. Die Reizfrequenz betrug 100 Hz und die p-p Auslenkamplitude
betrug 13 pm. Die Spontanaktivitit der Zelle wurde vor Reizbegin fiir 5 s auf-
gezeichnet und betrug 39 Hz. Die Entladungsrate der Zelle betrug im Onset 172
Hz und im Steady-State 96 Hz. Die Abbildung 3.15 zeigt die Antworten derselben
Zelle iiber das gesamte Reizprotokoll. Die Onsetrate nahm iiber die Reizfolge um
73 Hz und die Steady-State Rate um 19 Hz ab.

; Il
2| || “ | L | WMMMMM‘M
|
e | O e

Pre- StimuluscI)—Onset Steady- State —4 Post- Stimulus

1
0,25 (Sek)
Abbildung 3.14.: Onset und Steady-State Entladungsraten.

Oben: Originalableitung. Unten: Reizspur und Zeitleiste. Reizfrequenz 100 Hz, p-p Aus-

lenkamplitude 13 pm.
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Abbildung 3.15.: Onset und Steady-State Entladungsraten iiber eine Reizfol-

ge.
Entladungsrate (Hz) im Onset (Kreise) und im Steady-State (Quadrate) als Funktion

der Reiznummer aufgetragen.

Mittels einer Zweifaktoriellen Varianzanalyse sollte untersucht werden, ob iiber
die Reizfolge ein Unterschied zwischen den Entladungsraten im Onset und den
Entladungsraten im Steady-State auftrat (F(20)=0,65; p=0,878). Die Mehrfach-
vergleiche der Daten (Abbildung 3.16) zeigten, dass die Onset und Steady-State
Entladungsraten {iber eine Folge abhingig von der Reizwiederholrate abnahmen.
Die Abnahme der Entladungsrate zwischen Onset und Steady-State auf den ersten
Reiz der Folge war bei allen présentierten Reizabstianden vergleichbar (M: 14,75
Hz SD: 0,82 Hz). Bei einem Reizabstand von 2 s betrug die Abnahme im Mittel
16 Hz, bei einem Reizabstand von 0,5 s betrug sie 14 Hz, bei einem Reizabstand
von 0,1 s 15 Hz und bei einem Reizabstand von 0 s 14 Hz (Abbildung 3.16). Bei
Reizabstdnden von 2 s und 0,5 s blieb die Abnahme der Entladungsrate zwischen
Onset und Steady-State iiber die gesamte Reizfolge in einer vergleichbaren Gro-
flenordnung d.h. die Onset- und Steady-Stateraten dnderten sich iiber die Reizfolge
in gleicher Weise (Abbildung 3.16). Bei einem Reizabstand von 0,1 s betrug die
Abnahme der Entladungsrate ab der zweiten Reizprasentation im Mittel 7 Hz und
bei einem Reizabstand von 0 s im Mittel 3 Hz. Dies bedeutet, dass mit kurzen

Reizabstanden die Onsetantwort der Neurone unterdriickt war.
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Abbildung 3.16.: Einfluss der Reizabstéinde auf Onset und Steady-State Ent-
ladungsraten (Hz))

Links: Mittlere Entladungsrate (Hz) wéhrend des Onsets (hellblaue Kurve) und im
Steady-State (dunkelblaue Kurve) als Funktion der Reiznummer. Rechts: Vergleich der
mittleren Onset- und Steady Stateraten fiir jeden Reiz der Reizfolge. Reiznummern farb-
codiert.

Einfluss der Reizintensitidt auf die Abnahme der Entladungsrate iiber eine

Reizfolge

Es wurde untersucht, ob die Intensitit der priasentierten Reize einen Einfluss auf
die Stédrke der Abnahme der Entladungsrate hatte. Die Abbildung 3.17 zeigt bei-
spielhaft die Amplitudenkennlinie und die evozierten Entladungsraten eines Neu-
rons (Typ B-Antwort) iiber Reizfolgen, die mit unterschiedlichen Reizintensititen
prasentiert wurden. Die Frequenz der Reize betrug 100 Hz. Die in Abbildung 3.17
(oben) dargestellte Kennlinie wurde durch mehrmalige Prisentation einzelner Rei-
ze verschiedener Amplituden erstellt. Die Spontanrate des Neurons betrug 11 Hz.
Der untere Teil der Abbildung zeigt die evozierten Entladungsraten derselben Zel-
le iiber Reizfolgen, die mit verschiedenen Auslenkamplituden aber mit dem selben
Reizabstand (0 s) préisentiert wurden. Die Zelle antwortet bei einer Reizamplitude
von 46 pm mit einer Entladungsrate von 42 Hz auf den ersten Reiz der Reizfolge
und mit Reizamplituden von 76 pm respektive 94 pm mit 50 Hz respektive 48 Hz.
Die Entladungsraten nahmen bei allen Reizintensitiaten iiber die Reizfolgen syste-
matisch ab. Die Reizintensitat beeinflusste die Stirke der Abnahme jedoch nicht.
Die Gesamtabnahme betrug bei einer Reizintensitét von 46 pm 26 Hz (38 %), bei
den Reizintensitaten 76 pm und 94 pm jeweils 34 Hz (32 % respektive 30 %).
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Abbildung 3.17.: Amplitudenkennlinie und Entladungsraten einer primiren
Seitenlinienafferenz

Oben: Amplitudenkennlinie. Die Entladungsrate (Hz) ist in Abhéngigkeit der Auslenkung
(um) aufgetragen. Mit jeder Reizamplitude wurden vier Messungen durchgefiihrt. Reiz-
frequenz 100 Hz. Durchgezogene Linie: Median der Entladungsraten. Unten: Entladungs-
raten iiber Reizfolgen unterschiedlicher Intensitdt. Reizfrequenz 100 Hz, Reizabstand 0
s.

Die Abnahme der Entladungsrate der Typ B-Antworten war bei allen prisentierten
Reizabstédnden unabhéngig von der Reizamplitude (Abbildung 3.18; orangene Drei-
ecke). Auch iiber die Gesamtpopulation (Typ A-, Typ B- und Typ C-Antworten)
der abgeleiteten Neurone zeigte sich, kein Zusammenhang zwischen der Reizinten-
sitdt und der Stdrke der Abnahme der Entladungsrate iiber die Reizfolge (Abbil-
dung 3.18; Rangkorrelation nach Spearman: 2 s: r= -0,2; p= 0,12; 0,5 s: r= 0,04;
p=0,71; 0,1 s: r=-0,12; p= 0,34; 0 s r= -0,18; p= 0,16).
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Abbildung 3.18.: Einfluss der Reizintensitit auf die Abnahme der Entladungs-
rate (Hz) iiber eine Reizfolge.

Abnahme der Entladungsrate (Hz) tber eine Reizfolge aufgetragen als Funktion der
Reizintensitat (p-p Auslenkamplitude (pm)) fiir verschiedene Reizabstiande. Typ A-
Antworten: schwarze Kreise; Typ B-Antworten: orangene Dreiecke; Typ C-Antworten:
graue Dreiecke. Die Stirke der Zunahme der Entladungsraten bei Typ C-Antworten sind
als negative Abnahmen aufgetragen.

Um zu priifen, ob ein Zusammenhang zwischen der Antwortstirke auf den ers-
ten Reiz einer Reizfolge und der Abnahme der Entladungsrate iiber eine Reizfolge
bestand wurden alle Typ A- und Typ B- Antworten (n= 188), die mit einem Rei-
zabstand von 0,1 s aufgezeichnet wurden betrachtet. Um die statistische Analyse
zuverléssigerr zu gestalten, wurden hier auch die Typ A- und Typ B-Antworten
aus der zweiten Versuchsreihe (vergleiche Abschnitt 2.5.2) in den Datenpool ein-
bezogen. Es zeigte sich, dass Neurone, die mit einer hohen Entladungsrate auf
den ersten Reiz der Reizfolge antworteten auch eine stirkere Abnahme der Ent-
ladungsrate zeigten (Abbildung 3.19; Rangkorrelation nach Spearman: r= 0,82,
p< 0,001). Bei Typ A-Antworten waren die Entladungsraten der Neurone auf den
ersten Reiz niedriger als bei Typ B-Antworten und die Raten nahmen iiber die

Folge nur gering ab.
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Abbildung 3.19.: Einfluss der Antwortstirke auf den ersten Reiz auf die Ab-
nahme der Entladungsrate iiber die Reizfolge.

Dargestellt sind die Entladungsraten aller Typ A- und Typ B- Antworten, denen Reiz-
folgen mit einem Reizabstand von 0,1 s présentiert wurden. Die Abnahme der Entla-
dungsrate (Hz) iiber die Reizfolge ist gegen die evozierte Entladungsrate (Hz) auf den 1.
Reiz der Reizfolge aufgetragen. Typ A-Antworten (schwarze Kreise), Typ B-Antworten
(orangene Dreiecke).
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Einfluss der Spontanrate auf die Abnahme der Entladungsrate iiber eine

Reizfolge

Es wurde untersucht, ob zwischen den spontanen Entladungsraten der Neurone
und der Anderung der Entladungsrate iiber eine Reizfolge ein Zusammenhang be-
stand. Hierfiir wurde die absolute Abnahme der Entladungsrate (Hz) gegen die
Spontanrate der Neurone aufgetragen (Abbildung 3.20). Es wurden die Daten al-
ler moglichen Antwortverlaufe (Typ A, Typ B, Typ C) aufgetragen. Es konnte
kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Abnahme der Entladungsrate (Hz)
und der Spontanrate (Hz) einer Faser festgestellt werden (Rangkorrelation nach
Spearman: 2 s: r= 0,07; p= 0,58 ; 0,5 s: r=0,19; p=0,11 ; 0,1 s: r= 0,19; p= 0,12 ;
0 s: r=0,04; p= 0,75 ).
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Abbildung 3.20.: Abnahme der Entladungsrate (Hz) in Abhingigkeit der
Spontanrate (Hz) fiir verschiedene Reizabstinde.
Typ A-Antworten (schwarze Kreise), Typ B-Antworten (orangene Dreiecke).
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3.2.3. Einfluss der Anderung der Reizfrequenz am Ende

einer Sinusreizfolge
3.2.3.1. Reizdnderung von 100Hz auf 70 Hz

Es wurde untersucht, ob bei Typ B-Antworten eine Anderung der Reizfrequenz
direkt im Anschluss an eine Folge identischer Sinusreize eine erneute Verdnderung
der Antwortstirke hervorrief. In einer ersten Versuchsreihe wurden den Neuronen
im Anschluss an eine Folge aus 21 repetitiven 100 Hz Reizen ein beschleunigungs-
gleicher 70 Hz Reiz (22. Reiz) prisentiert. Der 70 Hz Reiz wurde mit dem sel-
ben Reizabstand wie die vorangegangen 100 Hz Reize prisentiert. Es wurde der
Mittelwert der evozierten Entladungsraten auf die letzten fiinf Reize der 100 Hz
Reizfolge (Reize 17-21) gebildet und mit der evozierten Rate auf den 70 Hz Reiz
(22. Reiz) verglichen. Die Antworten auf den verénderten 22. Reiz konnten erhéht
(MWReize 17.21 + 2-fache SD), erniedrigt (MWrgeise 17.21 - 2-fache SD) oder unver-
dndert sein (vergleiche Abschnitt 2.5.2). Beispielhafte Antwortverlaufe sind in der
Abbildung 3.21 dargestellt. Bei 53 % (n=65) der Typ B-Antworten kam es zu ei-
ner Zunahme der Entladungsrate auf den 22. Reiz (70 Hz), bei 13 % (n= 15) der
Ableitungen kam es nicht zu einer Verdnderung der Entladungsrate und bei 34 %
(n= 42) der Ableitungen kam es zu einer Abnahme der Entladungsrate auf den 70
Hz Reiz.

Die neuronalen Antworten auf Reizfolgen, die mit kleinen (4-25 pm p-p) und groken
(46-94 pm p-p) Auslenkamplituden der 100 Hz Reize prisentiert wurden, wurden
fiir jedes ISI gemittelt. Bei kleinen Auslenkamplituden wies die Mehrheit der Typ
B-Antworten eine Abnahme der Entladungsrate auf den 22. Reiz auf. Mit kiir-
zer werdendem Reizabstand nahm der relative Anteil der Ableitungen, die keine
Verdnderung auf den 22. Reiz zeigten zu und der relative Anteil der Ableitungen,
die mit einer Erhohung der Entladungsrate auf den 22. Reiz antworteten nahm
ab (Abbildung 3.22 A). Bei Reizfolgen mit grofen Reizamplituden (46-94 pm p-p)
nahm der relative Anteil der Ableitungen, die mit einer Erhéhung der Entladungs-
rate auf den 22. Reiz antworteten mit kiirzer werdendem Reizabstand zu und der
relative Anteil der Ableitungen, die keine Verdnderung auf den 22. Reiz zeigten
nahm ab (Abbildung 3.22 B).
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Abbildung 3.21.: Beispiel fiir Typ B-Antworten bei Prisentation eines 70 Hz
Reizes direkt nach dem Ende der Reizfolge.

Evozierte Entladungsraten (Hz) als Funktion der Reiznummer. ISI 0 s, 100 Hz Reize
(Rauten), 70 Hz Reiz (Kreis). Oben: Entladungsraten einer Zelle, die eine Erhohung
der Entladungsrate auf den 22. Reiz zeigte (Reizamplitude 100 Hz: 94 pm p-p Auslen-
kung, 9,32 m s Beschleunigung; Reizamplitude 70 Hz: 189 pm p-p Auslenkung, 9,11
m s Beschleunigung). Mitte: Entladungsraten einer Zelle, die keine Verinderung der
Entladungsrate auf den 22. Reiz einer Reizfolge zeigte (Reizamplitude 100 Hz: 94 pm p-p
Auslenkung, 9,32 m 572 Beschleunigung; Reizamplituden 70 Hz: 189 pm p-p, 9,11 m s72).
Unten: Entladungsraten einer Zelle, die eine Verringerung der Entladungsrate auf den
22. Reiz zeigte (Reizamplitude 100 Hz: 13 pm p-p Auslenkung, 1,3 m s? Beschleunigung;
Reizamplitude 70 Hz: 31 pm p-p Auslenkung, 1,4 m s Beschleunigung).
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Abbildung 3.22.: Relativer Anteil der Typ B-Antworten mit erh6hter, ernied-
rigter oder unverinderter Entladungsrate auf den 22. Reiz.

Relativer Anteil der Typ B-Antworten, die bezogen auf den MW der evozierten Entla-
dungsraten auf die Reize 17-21 (+/- 2-fache SD), eine Zunahme (schwarz), keine Verin-
derung (hell grau) und eine Abnahme der Entladungsrate (grau) auf den 22. Reiz einer
Reizfolge zeigten. A: p-p Auslenkung der 100 Hz Reize: 4-25 pm B: p-p Auslenkung der
100 Hz Reize: 46-94 pm.
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Um zu priifen, ob ein Zusammenhang zwischen der Antwortstirke auf den 22.
Reiz (70 Hz) und der adaptierten Antwortstirke (%) (MW der Reize 17-21 relativ
zur Antwortstirke auf den ersten Reiz) bestand wurden die Entladungsraten auf
den 22. Reiz relativ zur Antwortstérke auf den ersten Reiz einer Folge (100 Hz)
fiir verschiedene Reizabstinde aufgetragen. Es zeigte sich, dass die mittlere Ant-
wortstirke (%) des 22. Reizes mit zunehmendem Reizabstand zunahm. Bei einem
Reizabstand von 0 s betrugen die Antwortsirke (%) des 22. Reizes rel. Reiz 1 zwi-
schen 50 % und 160 %, bei einem Reizabstand von 0,1 s zwischen 40 % und 140
%, bei einem Reizabstand von 0,5 s 50 % und 125 % und mit einem Reizabstand
von 2 s 85 % und 160 % (Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.23.: Antwortstiirke (%) des 22. Reizes (70 Hz) und der mittleren
Entladungsrate auf die Reize 17-21 (100 Hz) relativ zur Antwort auf Reiz 1
(100 Hz) fiir verschiedene Reizabstiinde.

Blau: Zunahme der Entladungsrate auf den 22. Reiz; Rot: Abnahme der Entladungsrate
auf den 22. Reiz; Grau: keine Verdnderung der Entladungsrate auf den 22. Reiz. Ausge-
filllte Symbole: 46-94 um Auslenkung; unausgefiillte Symbole: 4-25 pm Auslenkung der
100 Hz Reize.
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3.2.3.2. Reizdnderung von 100 Hz auf 95 Hz

In einer zweiten Versuchsreihe zum Einfluss der Anderung der Reizfrequenz direkt
nach dem Ende einer Reizfolge wurden den Neuronen zehn 100 Hz Reize mit ei-
nem Reizabstand von 0,1 s présentiert. Im Anschluss an die repetitve Reizfolge
wurde entweder ein auslenkungs- oder beschleunigungsgleicher 95 Hz Reiz prisen-
tiert (vergleiche 2.6 Reizprotokoll 1). 100 Hz und 95 Hz Reize wurden bereits vor
der repetitiven Reizfolge mit einem zeitlichen Abstand von 3 s als Referenzreize
préasentiert. Die hier dargestellten Ergebnisse basieren auf 11 Neuronen, bei denen
Antworten auf 190 Reizfolgen aufgezeichnet und ausgewertet wurden. Die gemes-
senen Spontanraten der Zellen lagen zwischen 0,125 Hz und 81 Hz (M: 21,7 Hz;
SD: 17,3). In 43,5 % (n= 83) der Ableitungen nahm die evozierte Entladungsra-
te iiber eine Reizfolge systematisch ab (Typ B-Antwort). In 52 % (n= 100) der
Ableitungen trat keine systematische Verdnderung der evozierten Entladungsrate
tiber die Reizfolge auf (Typ A-Antwort) und in 4,5 % (n= 8) der Ableitungen
nahm die evozierte Entladungsrate im Verlauf der Reizfolge systematisch zu (Typ
C-Antwort). Die Abbildung 3.24 zeigt beispielhaft die Entladungsraten einer Typ
B-Antwort auf beschleunigungsgleiche Reize. Die Spontanaktivitit der Zelle be-
trug 2,3 Hz. Die mittlere 100 Hz Referenzantwort (Beschleunigungsamplitude 30
m s?) betrug 46,5 Hz, die mittlere Referenzantwort auf beschleunigungsgleiche 95
Hz Reize betrug 61 Hz. Die evozierte Entladungsrate auf den ersten Reiz der repe-
titiven Reizfolge (ISI 0,1 s) betrug 46 Hz. Die Zelle adaptierte iiber die Reizfolge
und die Entladungsrate nahm um 53 % auf 24,5 Hz ab (Abbildung 3.24 rechts).
Die Entladungsrate auf den beschleunigungssgleichen 95 Hz Reiz (Reiz 11), der
0,1 s nach der repetitven Folge prisentiert wurde betrug 38 Hz. (Antwortstérke
rel. 95 Hz Ref.: 65,5 %). Die Entladungsrate auf den zweiten beschleunigungsglei-
chen 95 Hz Reiz (Reiz 12), der nach weiteren 3 s présentiert wurde betrug 51
Hz. Dies entspricht 65,5 % beziehungsweise 88 % der Antwortstirke auf die 95 Hz
Referenzreize (Abbildung 3.24 rechts).
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Abbildung 3.24.: Beispiel einer Typ B-Antwort bei Prisentation beschleuni-
gungsgleicher 95 Hz Reize am Ende einer Reizfolge.

Links: Entladungsrate (Hz) iiber eine Reizfolge aufgetragen gegen die Zeit (Sek.). 95 Hz
Reize (Kreise, Referenzreize: unausgefiillte Kreise), 100 Hz Reize (Rechtecke, Referenz-
reize: unausgefiillte Rechtecke), Reizamplitude der 100 Hz- und 95 Hz Reize betrug 30 m
s2. Reizabstand der repetitiven Reizfolge: 0,1 s. Gestrichelte Linie: Spontanrate. Rechts:
Mittlere 100 Hz Referenzantwort (grau) und mittlere Entladungsrate (Reize 7-10) der
repetitiven Reizfolge (blau). Mittlere 95 Hz Referenzantwort (grau) und Entladungsrate
auf den 11. Reiz (hellgriin) und auf den 12. Reiz (griin).

Die Abbildung 3.25 (oben) zeigt beispielhaft die Antwort einer Zelle bei Reizung
mit auslenkungs- oder beschleunigungsgleichen Reizen. Anders als in dem oben
gezeigten Beispiel (Abbildung 3.24) wurden hier die 100 Hz Referenzreize stirker
beantwortet als die amplitudengleichen 95 Hz Reize. In beiden Ableitungen adap-
tierte die Zelle wihrend der Préisentation der repetitven Reizfolge und zeigte eine
Erhohung der Entladungsrate auf den 11. und 12. Reiz (95 Hz). Die Spontanrate
der Zelle betrug 30 Hz (zwei Messungen jeweils vor der Présentation einer repe-
titiven Reizfolge). Bei Présentation auslenkungsgleicher Reize (Reizintensitét: 81
pm) betrug die mittlere 100 Hz Referenzantwort 83,5 Hz und die mittlere 95 Hz
Referenzantwort 78,5 Hz. Die Entladungsrate auf den ersten 100 Hz Reiz der re-
petitiven Reizfolge betrug 84 Hz. Die Entladungsrate nahm wéhrend der Reizfolge
systematisch um 9,5 Hz ab. Die Entladungsrate auf den 11. Reiz betrug 66 Hz
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dies entspricht 84 % der Referenzantwortstirke und die Entladungsrate auf den
12. Reiz betrug 81 Hz dies entspricht 103 % der Referenzantwortstérke (vergleiche
Abbildung 3.25 unten). Bei Présentation beschleunigungsgleicher Reize (Reizin-
tensitédt: 30 m s72) betrug die mittlere 100 Hz Referenzantwort 87,5 Hz und die
mittlere 95 Hz Referenzantwort 74 Hz. Die Entladungsrate auf den ersten 100 Hz
Reiz der repetitiven Reizfolge betrug 87 Hz. Die Entladungsrate nahm iiber die
Reizfolge um 19 Hz ab. Die Entladungsrate auf den 11. Reiz betrug 71 Hz dies
entspricht 96 % der Referenzantwortstirke und die Entladungsrate auf den 12.
Reiz betrug 81 Hz dies entspricht 110 % der Referenzantwortstéirke.
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Abbildung 3.25.: Beispiel einer Typ B-Antwort bei Prisentation
beschleunigungs- und auslenkungsgleicher 95 Hz Reize am Ende einer
Reizfolge.

Dargestellt sind die Entladungsraten einer Zelle wihrend der Reizung mit Reizprotokoll
1. Oben: Entladungsrate (Hz) aufgetragen gegen die Zeit (Sek.). 100 Hz Reize (Qua-
drate, 100 Hz Referenzreize: unausgefiillte Quadrate) und 95 Hz Reize (Kreise, 95 Hz
Referenzreize: unausgefiillte Kreise). Reizabstand der repetitiven Reizfolge: 0,1 s. Unten:
Mittlere 100 Hz Referenzantwort (grau) und mittlere Entladungsrate (Reize 7-10) der
repetitiven Reizfolge (blau). Mittlere 95 Hz Referenzantwort (grau) und Entladungsrate
auf den 11.Reiz (hellgriin) und auf den 12. Reiz (griin). Die Auslenkamplituden der
100 Hz Reize betrugen 81 pm p-p und die der 95 Hz Reize betrugen 84 pm p-p; die

Beschleunigungsamplituden fiir beide Reize betrug 30 m s72.

78



3. Ergebnisse

Bei Prasentation auslenkungs- und beschleunigungsgleicher Reize waren im Mittel
die Entladungsraten auf den 11. und den 12. Reiz geringer als die Entladungsrate
auf den 95 Hz Referenzreiz (Abbildung 3.26). Bei Priisentation auslenkungsgleicher
Reize betrug die mittlere 95 Hz Referenzantwort 55 Hz und die Entladungsrate auf
den 11. Reiz 42 Hz (Antwortstérke rel. 95 Hz Ref.: 76 %) . Bei allen abgeleiteten
Neuronen (n=10) waren die Entladungsraten auf den 11. Reiz im Mittel signifikant
geringer als die Antwort auf den 95 Hz Referenzreiz (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test: W: 78, Z: 3, p: 0,00024). Der mittlere Entladungsrate auf den 12. Reiz betrug
50,5 Hz. Die Entladungsraten auf den 12. Reiz waren signifikant kleiner als die
Entladungsrate auf den 95 Hz Referenzreiz (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test: W:
68, Z: 2,24 , p: 0,009). Bei Préasentation beschleunigungsgleicher Reize betrug die
mittlere Entladungsrate auf den 95 Hz Referenzreiz 62,5 Hz. Die mittlere Entla-
dungsrate auf den 11. Reiz betrug 52,5 Hz. Bei allen abgeleiteten Neuronen (n= 12)
waren die Antworten auf den 11. Reiz signifikant kleiner als die Referenzantwort
(Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test: W: 430 , Z: 4,05 , p: 0,0000076). Die mittlere
Entladungsrate auf den 12. Reiz betrug 57,5 Hz. Die Antworten auf den 12. Reiz
waren signifikant kleiner als die Referenzantwort (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test:
W: 3255, Z: 2,91 , p: 0,0025).
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Abbildung 3.26.: Vergleich der evozierten Entladungsraten auf die Reize 11
und 12 mit den Entladungsrate auf die 95 Hz Referenzreize

Antwortraten bezogen auf Reizfolgen gleicher Auslenkung (7-84 pm; links) n= 10 und
gleicher Beschleunigung (2,5-30 m s2; rechts) n—=12.

Bei der Préasentation auslenkungsgleicher Reize betrug die relative Antwortstérke
auf die Reize 7-10 der repetitiven Reizfolge 61 % der Antwort auf die 100 Hz Refe-
renzreize. Die relativen Antwortstirken auf den 11. und den 12. Reiz betrugen 82
% beziehungsweise 91 % der Antwort auf die 95 Hz Referenzreize. Bei Préasentati-
on beschleunigungsgleicher Reize betrug die relative Antwortstérke auf die Reize
7- 10 der Reizfolge 76 % der Antwort auf die 100 Hz Referenzreize. Die relative
Antwortstarke auf den 11. und den 12. Reiz betrugen 80 % beziehungsweise 95 %
der Antwort auf die 95 Hz Referenzreize (Abbildung 3.27).
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Abbildung 3.27.: Antwortstiirke (%) der mittleren Entladungsrate auf die Rei-
ze 7-10 (100 Hz) und die Reize 11 und 12 (95 Hz) relativ zur 100 Hz respektive
95 Hz Referenz.

Mittlere Antwortstirke der Reize 7-10 (100 Hz) relativ zur 100 Hz Referenz und Ant-
wortstirke des 11. und 12. Reizes (95 Hz) einer Reizfolge relativ zur 95 Hz Referenz.
Antwortraten bezogen auf Reizfolgen gleicher Auslenkung (7-84 pm) n= 10 und gleicher
Kugelbeschleunigung (2,5-30 m s72) n=12. Boxplot: Mediane, Mittelwerte, Quartile, 5 %,
95 %, Minima und Maxima.
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Die im Kapitel 2.3.4.2 beschriebenen Reizprotokolle 2-6 wurden im Rahmen der
BSc. Arbeit von Steffens (2015) eingesetzt. An dieser Stelle werden die zentralen

Ergebnisse dieser Arbeit kurz zusammengefasst.

Unabhéngig davon, ob Reize mit gleicher oder geringerer Beschleunigungsamplitu-
de prasentiert wurden, waren bei allen Reizprotokollen im Mittel die Entladungs-
raten auf den 11. und 12 Reiz geringer als die Entladungsrate auf die Referenzreize.
Wurden beschleunigungsgleiche 95 Hz und 100 Hz Reize verwendet, betrug die re-
lative Antwortstirke auf den 11. Reiz 65 % (SD: 21 %) und auf den 12. Reiz 85 %
(SD: 13 %; Abbildung 3.28) der Antwortstérke auf den 95 Hz Referenzreiz. Wurde
der Reizabstand zwischen Reiz 11 und Reiz 12 von 3 s auf 5 s vergrofert, so nahm
die relative Antwortstirke auf 92 % (SD: 13 %) zu (Abbildung 3.28). Wurden 95
Hz Reize mit einer kleineren Beschleunigungsamplitude als die 100 Hz Reize ver-
wendet, dann betrug die relative Antworstirke auf den 11. Reiz 54 % (SD: 20 %)
und auf den 12. Reiz 88 % (SD: 14 %, Abbildung 3.28) der Antwortstirke auf den

95 Hz Referenzreiz.
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Abbildung 3.28.: Mittlere Antwortstirke relativ zur 95 Hz Referenz bei Pri-
sentation der Reizprotokolle 2-4.

Mittlere Antwortstérke (%) rel. 95 Hz Referenz fiir Reiz 11 und Reiz 12 mit gleicher Be-
schleunigungsamplitude (Reizprotokoll 2; n=100; Beschleunigungsamplitude: 3,5-47 m
s2) hier wurden die Daten fiir 5 s Reizabstand zwischen den Reizen 11 und 12 erginzt
(Reizprotokoll 3) und geringerer beschleunigungsamplitude (Reizprotokoll 4; n=94; Be-
schleunigungsamplitude: 1,4-31 m s2) wie die zuvor prisentierten 100 Hz Reize.

Wurde am Ende einer Reizfolge mit einem Reizabstand von 3 s erneut ein 100 Hz
Reiz présentiert, so betrug die relative Antwortstirke 92 % (SD: 23 %) der Ant-
wortstiarke auf den 100 Hz Referenzreiz. Wurden 100 Hz Reize mit einer geringeren
Beschleunigungsamplitude verwendet, betrug die relative Antwortstérke auf den
11. Reiz 28 % (SD: 18 %) und auf den 12. Reiz 55 % der Antwortstérke auf den
100 Hz Referenzreiz (SD: 19 %; Abbildung 3.29).
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Abbildung 3.29.: Mittlere Antwortstirke relativ zur 100 Hz Referenz bei
Prisentation der Reizprotokolle 5-6.

Mittlere Antwortstirke (%) rel. 100 Hz Referenz fiir Reiz 11 mit gleicher Beschleuni-
gungsamplitude (Reizprotokoll 6; n=100; Beschleunigungsamplitude: 4-50,5 m s2) und
die Reize 11 und 12 mit geringerer Beschleunigungsamplitude als die zuvor prasentierten
100 Hz Reize (Reizprotokoll 5; n=95; Beschleunigungsamplitude: 1,5-25 m s2).
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3.2.4. Antworten primarer Seitenlinienafferenzen nach
Durchtrennung des PLLN

Die Neuromasten der Seitenlinie sind efferent innerviert (Russell and Roberts, 1974;
Spath and Schweickert, 1975; Flock and Russell, 1976; Tricas and Highstein, 1991).
Um zu priifen, ob die Abnahme der Entladungsrate iiber eine Reizfolge auf die Ak-
tivitdt efferenter Fasern zuriickzufiihren ist, wurde der PLLN in zwei Experimenten
kurz vor seiner Eintrittstelle in den MON durchtrennt und die Antworten auf re-
petitive Sinusreizfolgen (ISI 0,1 s) aufgezeichnet. Die hier dargestellten Ergebnisse
basieren auf den Antworten von 6 Zellen (27 Ableitungen; N=2). Die abgeleiteten
Antworten auf repetitive Sinusreizfolgen unterschieden sich nicht von den Antwor-
ten, die am intakten Nerven abgeleitet wurden. In 78 % (n= 21) der Ableitungen
trat eine signifikante Abnahme der Entladungsrate auf (Typ B-Antworten) und in
22 % (n=6) der Ableitungen trat keine Verdnderung der Entladungsrate iiber eine
Reizfolge auf (Typ A-Antworten). Es traten keine signifikanten Zunahmen (Typ
C-Antworten) auf. (Abbildung 3.30).
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Abbildung 3.30.: Anteil der Ableitungen (%).
Absolute Werte in Klammern und in den Balken.
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Die Abbildung 3.31 zeigt beispielhaft die Entladungsraten einer Zelle iiber eine
Reizfolge (ISI 0,1 s; Auslenkamplitude 120 pm p-p; 100 Hz) nach Durchtrennung
des PLLN. Die Zelle antwortete mit einer Entladungsrate von 121 Hz auf den
ersten Reiz der Folge. Die Rate nahm iiber die Reizfolge um 21 % auf 93 Hz (Reiz
10).

1204 " p: 0,006 T: -0,69
\ Fit: y= 103,92-4,41%(Ln(x)-2,98)

110

Entladungsrate (Hz)

100

Reiznummer

120 pm 0,01V

-
(2]

Abbildung 3.31.: Beispiel fiir eine Typ B-Antwort nach Durchtrennung des
PLLN.

Oben: Entladungsraten (Hz) als Funktion der Reiznummer. Rot: 3-Parameter-
logarithmischer Fit: [y= 103,92-4,41*(Ln(x)-2,98)]. Mitte: Originalableitung, aus der die
oben dargestellten Raten berechnet wurden. Unten: Reizspur. Reizabstand 0,1 s. Spon-
tanaktivitdt 38 Hz.

Die gemittelten Daten aller Neurone sind in Abbildung 3.32 dargestellt. Die Neu-
rone antworteten im Mittel mit einer Entladungsrate von 86 Hz (SD: 17 Hz) auf
den ersten Reiz. Uber die Reizfolge nahmen die Entladungsraten im Mittel um 24
Hz (SD: 12 Hz) ab und betrugen auf den 10. Reiz 62 Hz (SD: 17,5 Hz) (Abbildung

3.32 oben). Dies entspricht einer mittleren relativen Ratenabnahme von 28 %. Die
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Abnahme von einem Reiz auf einen Folgereiz war zwischen dem ersten und dem
zweiten Reiz der Folge besonders grofs (13 %) und wurde im weiteren Verlauf der
Reizfolge kleiner. Zwischen dem zweiten und dem dritten Reiz betrug sie 4 % und

zwischen dem dritten und dem vierten Reiz 2 % (Abbildung 3.32 unten).
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Abbildung 3.32.: Mittlere Entladungsraten (Hz) und relative Abnahme pro
Reiz nach Durchtrennung des PLLN.

Oben: Mittlere Entladungsraten (Hz) als Funktion der Reiznummer. SD als Fehlerbalken
angegeben. Unten: Mittlere Entladungsrate (%) normiert auf den ersten Reiz als Funktion
der Reiznummer. Reizabstand 0,1 s.
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3.3. Antwortverhalten von MON Neuronen auf

Dipolreize

Fiir diesen Versuchsteil wurden in Vorversuchen die neuronale Aktivitdt von 29
Zellen (294 Ableitungen) im MON des Goldfisches, C. auratus (n=8) abgeleitet.
Zehn dieser Zellen wurden nicht weiter betrachtet, da sie zwar auf eine Wasser-
bewegung entlang des Fisches reagierten, jedoch nicht auf einen stationdren Di-
polreiz. Von 4 Zellen wurden Daten von der Auswertung ausgeschlossen, da das
Signal-Rausch-Verhéltnis wihrend der Datenaufnahme schlechter wurde. Drei wei-
tere Zellen gingen wiahrend der Datenaufnahme verloren. Den verbliebenen 12 Neu-
ronen wurden Reizprotokolle prasentiert mit denen untersucht wurde, wie lang der
minimale Reizabstand gewahlt werden muss um sicherzustellen, dass die Reizant-
worten zur Ermittlung der Amplitudenkennlinien nicht durch einen vorangegange-
nen Reiz beeinflusst werden. Zusétzlich wurde wihrend der Vorversuche ein Skript
zur Reizausgabe entwickelt, mit dem die Reize iiber einen selbstgebauten, digitalen
Abschwécher in 5 dB und 10 dB Schritten randomisiert prasentiert werden konn-
ten. Fiir die Hauptversuche wurden 63 Zellen im MON des Goldfisches, C. auratus
(n=5) extrazellulér abgeleitet. Fiinf dieser Zellen wurden aufgrund eines schlech-
ter werdenden Signal-Rausch Verhiltnisses wiahrend der Datenaufnahme von der
Auswertung ausgeschlossen. Weitere 11 Zellen gingen wéhrend der Datenaufnahme
verloren. 21 Zellen reagierten auf eine Wasserbewegung, die durch die Bewegung ei-
ner Pipette oder eines vibrierenden Dipols entlang des Fisches verursacht wurden,
jedoch nicht auf den stationiren Dipol. Die dargestellten FErgebnisse basieren auf
26 Neuronen, von denen 169 Ableitungen ausgewertet wurden. Die Spontanaktivi-
at der Neurone betrug zwischen 0 Hz und 116 Hz (Mdn: 23,4 Hz, M: 33,1 Hz; SD:
32 Hz). Die halbmaximale Breite der Aktionspotentiale betrug zwischen 2,5 ms
und 5,9 ms (Mdn: 3,41 ms, M: 3,633 ms, SD: 0,08 ms). Die untersuchten Neurone
antworteten auf Sinusreize mit einer Anderung ihrer Entladungsrate. In einigen
Fillen wurden phasengekoppelte Aktionspotentiale generiert. Die Abbildung 3.33
zeigt beispielhaft die Daten eines MON Neurons auf einen 100 Hz Sinusreiz mit
einer Auslenkamplitude von 109 pm. Die Zelle war nicht spontanaktiv. Die Entla-

dungsrate betrug wiahrend des Reizes 32 Hz.
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Abbildung 3.33.: Antwort eines MON Neurons auf einen Sinusreiz.
Von oben nach unten sind die Originalableitspur und die Reizspur (Reizfrequenz 100 Hz,
Reizamplitude 109 pm p-p, Reizdauer 1 s) dargestellt.

Die Abbildung 3.34 zeigt die mittleren Amplitudenkennlinien, sowie die zugeho-
rigen Synchronisationskoeffizienten R der untersuchten MON Neurone (n= 26).
Die Neurone antworteten mit zunehmender Reizfrequenz und Reizamplitude mit
einer Erhohung der Entladungsrate und der Phasenkopplung. Bei niedrigen Reiz-
frequenzen (12,5 Hz und 25 Hz) antworteten die Neurone bei Auslenkungen bis zu
80 pm (12,5 Hz) repektive 74 pm (25 Hz) mit einer Modulation der Spontanrate.
Bei beiden Reizfrequenzen zeigten die Neurone erst bei der hchsten préasentierten
Reizamplitude eine Erhohung der Entladungsrate. Mit einer Reizfrequenz von 12,5
Hz (254 nm) betrug sie im Mittel 10 Hz und bei einer Reizfrequenz von 25 Hz (234
um) im Mittel 7 Hz. Die Phasenkopplung der Neurone nahm mit zunehmender
Reizamplitude zu, war aber auch mit den hochsten préasentierten Reizamplitu-
den unterhalb des Signifikanzniveaus (R: 0,5; Z: >4,6). Mit Reizfrequenzen von
50 Hz und 100 Hz antworteten die Neurone bei kleinen Auslenkamplituden (0,5-2
pum) teilweise mit einer phasengekoppelten Modulation der Spontanrate. Bereits
ab Auslenkungen von 6 pm (50 Hz) respektive 5 pm (100 Hz) zeigten die Neurone
im Mittel eine Erhohung der Entladungsrate von 10 Hz und eine signifikante Pha-
senkopplung. Mit den héchsten préisentierten Reizamplituden (50 Hz: 196 pm; 100
Hz: 158 um) betrugen die evozierten Entladungsraten im Mittel 80 Hz respektive
90 Hz. Die Phasenkopplung der Neurone nahm mit zunehmender Reizamplitude

YAV
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Abbildung 3.34.: Mittlere Amplitudenkennlinien und Synchronisationskoeffi-
zient R von MON.

Entladungsraten (Hz) und R-Werte sind gegen die p-p Auslenkamplitude aufgetragen.
Boxplot: Mediane, Quartile, 5%, 95%, Minima und Maxima (n=26).
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3.4. Einfluss repetitiver Sinusreize auf das

Antwortverhalten von MON Neuronen

3.4.1. Einfluss des Reizabstandes

Es wurde untersucht, ob die MON Neurone ihr Antwortverhalten wihrend einer
Folge von 21 repetitiven Sinusreizen verédndern (vergleiche 2.3.4.2). Hierzu wurden
neuronale Antworten von 68 Zellen (242 Ableitungen) im MON von 12 Goldfi-
schen, C.auratus aufgezeichnet. Es wurden Antworten auf 121 Reizfolgen von der
Auswertung ausgeschlossen. 97 Aufzeichnungen wurden verworfen, da die Neu-
rone zwar auf eine Wasserbewegung entlang des Fisches reagierten jedoch keine
Reaktion auf stationfire Sinusreize zeigten. 18 Aufzeichnungen wurden aufgrund
eines schlechten Signal-Rauschverhéiltnisses von der Auswertung ausgeschlossen
und 4 Aufzeichnungen gingen wihrend der Datenaufnahme verloren, so dass das
Reizprotokoll nicht vollstindig prisentiert werden konnte. Die hier dargestellten
Ergebnisse basieren auf den Daten von 32 Neuronen, bei denen Antworten auf 121
Reizfolgen aufgezeichnet und ausgewertet wurden. Die Daten fiir beschleunigungs-

gleiche 50 Hz und 100 Hz Reize wurden in einem Datenset zusammengefasst.

Unabhéngig von dem présentierten Reizabstand trat in 67,5 % (n=81) der Ab-
leitungen keine signifikante Verdnderung der Antwortrate wiahrend einer Reizfolge
(Typ A-Antworten) auf. Bei 30 % (n= 37) der Ableitungen trat eine signifikante
Abnahme der Entladungsrate (Typ B-Antworten) und bei 2,5 % (n= 3) der Ab-
leitungen trat eine signifikante Erh6hung der Entladungsrate (Typ C-Antworten)
wahrend der Reizfolge auf. Der relative Anteil der Typ A-Antworten war bei einem
Reizabstand von 2 s am groften (72 %, n=36) und nahm mit kiirzer werdendem
Reizabstand ab. Der relative Anteil der Typ B-Antworten war bei einem Reizab-
stand von 0,1 s am grokten (y2-Test fiir Typ A und Typ B-Antworten: y?: 2,155; p:
0,34). Der relative Anteil der Typ C-Antworten veridnderte sich nicht (Abbildung
3.35).
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Abbildung 3.35.: Relative Anteile der Typ A, B und C-Antworten fiir ver-
schiedene Reizabstinde.
Absolute Anzahl der Ableitungen in Klammern und in den Balken.

Bei 37 Ableitungen (30 %) trat eine signifikante Abnahme der evozierten Entla-
dungsrate wihrend einer Folge von 21 Sinusreizen auf (Typ B-Antworten). Die
Abbildung 3.36 zeigt beispielhaft Daten einer Typ B-Antwort mit einem Reiz-
abstand von 0,5 s und einer Auslenkamplitude von 110 pm. Die Zelle war nicht
spontanaktiv. Die evozierte Entladungsrate auf den ersten Reiz der Folge betrug
78 Hz. Mit zunehmender Reiznummer nahm die Entladungsrate um 20,5 % ab und

betrug wahrend der 21. Reizprasentation 62 Hz.
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Abbildung 3.36.: Beispiel fiir eine Typ B-Ableitung eines MON Neurons.
Oben: Entladungsraten aufgetragen als Funktion der Reiznummer. Rot: 3-Parameter-
logarithmischer Fit [y= 91,78-9,26,*(Ln(X)-3,18)], p: 0,000000323; Tau: -0,82. Mitte:
Originalableitung, aus der die oben dargestellten Entladungsraten berechnet wurden.
Unten: Reizspur. Reizabstand 0,1 s, Reizfrequenz 100 Hz, Auslenkung 110 pm p-p.

Es zeigte sich, dass die gemittelten evozierten Entladungsraten auf den 1. Reiz
einer Reizfolge bei den prisentierten Reizabstdnden unterschiedlich hoch waren
(Abbildung 3.37). Bei Reizfolgen mit einem Reizabstand von 2 s antworteten die
untersuchten Neurone im Mittel mit einer evozierten Entladungsrate von 60 Hz
(SD: 91 Hz) auf den ersten Reiz der Folge, bei Reizfolgen mit einem Reizabstand
von 0,5 s mit 37 Hz (SD: 19 Hz) und bei einem Reizabstand von 0,1 s mit 52 Hz
(SD: 53 Hz ). Die Abnahme der Entladungsrate iiber eine Reizfolge war abhingig
vom Reizabstand. Im Mittel nahmen die Entladungsraten bei einem Reizabstand
von 2 s um 25 Hz (SD: 62 Hz; 57 %), bei einem Reizabstand von 0,5 s um 9,5 Hz
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(SD: 6,6 Hz; 54 % ) und bei einem Reizabstand von 0,1 s um 13 Hz (SD: 9 Hz;
41% ) ab (Abbildung 3.38).
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Abbildung 3.37.: Evozierte Entladungsrate (Hz) auf den ersten Reiz einer
Reizfolge.

Entladungsraten (Hz) auf den ersten Reiz einer Reizfolge fiir Reizabstdnde von 0,1 s
(n=15); 0,5 s (n=8); 2 s (n=14).
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Abbildung 3.38.: Mittlere evozierte Entladungsraten (Hz, oben) und mittlere
normierte Entladungsraten (%) aufgetragen gegen die Reiznummer.

Oben: Mittlere evozierte Entladungsraten (Hz) als Funktion der Reiznummer fiir verschie-
dene Reizabstinde. SD als Fehlerbalken. Unten: Mittlere Entladungsrate (%) relativ zum
ersten Reiz fiir verschiedene Reizabstéande.
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3.4.2. Charakterisierung der Antworttypen

Die Charakterisierung der Typ A-, B- und C-Antworten erfolgt anhand der Da-
ten, die in der zweiten experimentellen Versuchsreihe erhoben wurden (vergleiche
2.3.4.2). In dieser Versuchsreihe wurden zehn 100 Hz Reize mit einem Reizabstand
von 0,1 s prisentiert. Es wurden Daten von 33 Zellen (152 Ableitungen) im MON
des Goldfisches, C. auratus (n= 11) gewonnen. Bei 43 Ableitungen reagierten die
MON Neurone nicht auf stationédre Sinusreize und 22 der Aufzeichnungen wurden
aufgrund eines schlechter werdenden Signal-Rausch Verhéltnisses von der Auswer-
tung ausgeschlossen. Die hier dargestellten Ergebnisse basieren auf den neuronalen
Antworten von 27 Zellen (87 Ableitungen). In 78,1 % (n=68) verénderte sich die
Entladungsrate iiber die Reizfolge nicht (Typ A-Antworten), in 19 % (n=16) nahm
die Entladungsrate iiber die Reizfolge systematisch ab (Typ B-Antworten) und in
3,4 % (n=3) nahm die Entladungsrate iiber eine Reizfolge systematisch zu (Typ
C-Antworten; vergleiche 3.39).
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Abbildung 3.39.: Anteil der Ableitungen (%)
Absolute Werte in Klammern und in den Balken.
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3.4.2.1. Typ A-Antworten

In 78,1 % (n—68) der Ableitungen veridnderte sich die Entladungsrate iiber eine
Reizfolge bestehend aus 10 repetitiven 100 Hz Reizen, die mit einem Reizabstand
von 0,1 s présentiert wurden nicht. Die Abbildung 3.40 zeigt beispielhaft Daten
einer Typ A-Antwort (Reizamplitude 137 pm). Die Spontanrate der Zelle betrug
3,3 Hz. Die Entladungsrate auf den ersten Reiz der Reizfolge betrug 73 Hz. Die

Entladungsrate variierte iiber die Reizfolge zwischen 74 Hz und 57 Hz.
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Abbildung 3.40.: Beispiel fiir eine Typ A-Antwort eines MON Neurons

Oben: Evozierte Entladungsrate (Hz) aufgetragen als Funktion der Reiznummer. Rot:
3-Parameter-logarithmischer Fit: [y= 60,71-0,33(Ln(x)-1)]. Mitte: Originalableitung, aus
der die oben dargestellten Raten berechnet wurden. Unten: Reizspur. Reizabstand 0,1 s,
Reizfrequenz 100 Hz, Spontanaktivitat 3,3 Hz.

97



3. Ergebnisse

3.4.2.2. Typ C-Antworten

In 3,4 % (n=3) der Ableitungen trat eine systematische Zunahme Entladungsrate
auf. Die Abbildung 3.41 zeigt beispielhaft Daten einer Typ C-Antwort (Reizampli-
tude 78,5 um). Die Spontanrate der Zelle betrug 14 Hz. Die evozierte Entladungs-
rate auf den ersten Reiz der Reizfolge betrug 4 Hz. Die Entladungsrate nahm iiber

die Reizfolge systematisch zu und betrug als Antwort auf den 10. Reiz 16 Hz.

p: 0,69 T: 0,005
Fit: y= -378,77+100,74(Ln(x)+42,35)

evozierte Entladungsrate (Hz)

o
|
g |

3 4 5 6 7 8 9 10
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0,03 mV
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1s

Abbildung 3.41.: Beispiel fiir eine Typ C-Antwort eines MON Neurons.
Oben: Evozierte Entladungsrate (Hz) als Funktion der Reiznummer. Rot: 3-Parameter-
logarithmischer Fit: [y— -378,774+100,74(Ln(x)+42,35)]. Mitte: Originalableitung, aus
der die oben dargestellten Raten berechnet wurden. Unten: Reizspur. Reizabstand 0,1 s,
Reizfrequenz 100 Hz, Spontanaktivitat 14 Hz.
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3.4.2.3. Typ B Antworten

In 19 % (n—=16) der Ableitungen trat eine systematische Abnahme der Entla-
dungsrate auf. Die Abbildung 3.42 zeigt beispielhaft Daten einer Typ B-Antwort
(Reizamplitude 44 pm). Die Spontanrate der Zelle betrug 4 Hz. Die Entladungsra-
te auf den ersten Reiz der Reizfolge betrug 61 Hz. Die Entladungsrate nahm iiber
die Reizfolge um 15,5 Hz ab und betrug als Antwort auf den 10. Reiz 42 Hz.
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Abbildung 3.42.: Beispiel fiir eine Typ B-Antwort eines MON Neurons.
Oben: Evozierte Entladungsraten als Funktion der Reiznummer. Rot: 3-Parameter-
logarithmischer Fit der Formel: [y= 54,56-1,68*(Ln(X)+0,78)], p: 0,002; Tau: -0,76. Mit-
te: Originalableitung, aus der die oben dargestellten Raten berechnet wurden. Unten:
Reizspur Reizabstand 0,1 s, Reizfrequenz 100 Hz, Spontanaktivitit 4 Hz.
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Im Mittel nahmen die Entladungsraten iiber die Reizfolge um 16 Hz (SD: 9 Hz;
n—=16) ab. Die kleinste beobachtete Abnahme betrug 4 Hz und die gréfte beobach-
tete Abnahme 41 Hz (Abbildung 3.43 oben). Um zu priifen, ob die Abnahme der
Entladungsrate wihrend der Reizfolge von Reiz zu Reiz gleich grofs war, wurde die
mittlerer normierte Entladungsrate gegen die Reiznummer aufgetragen. Es zeig-
te sich, dass die relative Abnahme der Entladungsrate zwischen dem ersten und
dem zweiten Reiz einer Reizfolge besonders stark war (mittlere Abnahme: 16,5
%). Von der ersten Reizwiederholung (Reiz 2) bis zur 6. Reizwiederholung (Reiz
7) betrug die rel. Abnahme von einem Reiz auf einen Folgereiz 6 % und ab der

siebten Reizwiederholung betrug sie weniger als 3 % (Abbildung 3.43 unten).
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Abbildung 3.43.: Mittlere Entladungsraten (Hz) und mittlere Entladungsrate
(%) aufgetragen gegen die Reiznummer fiir einen Reizabstand von 0,1 s.
Oben: Mittlere evozierte Entladungsrate (Hz) als Funktion der Reiznummer. SD als
Fehlerbalken. Unten: Mittlere Entladungsrate (%) relativ zur Antwort auf den ersten
Reiz als Funktion der Reiznummer. Reizabstand 0,1 s; (n=16).

Einfluss der Reizintensitiat, der Antwortstiarke auf den ersten Reiz und der

Spontanrate auf die Abnahme der Entladungsrate

Es wurde untersucht, ob die Intensitdt der priasentierten Reize einen Einfluss auf
die Stiarke der Abnahme der Entladungsrate hatte. Es zeigte sich, dass iiber die Ge-
samtpopulation (Typ A-, Typ B- und Typ C-Antworten; n=87) die Reizintensitit
die Stirke der Abnahme iiber eine Reizfolge nicht beeinflusste (Rangkorrelation
nach Spearman r: 0,18 p: 0,09; Abbildung 3.44).
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Abbildung 3.44.: Abnahme der Entladungsrate (Hz) in Abhéngigkeit der Rei-
zintensitdt (nm) fiir Typ A-,B- und C-Antworten.

Abnahme der Entladungsrate iiber die Reizfolge (Hz) als Funktion der Reizintensitét
(p-p Auslenkamplitude [pm]). Typ A-Antworten: schwarze Kreise; Typ B-Antworten:
orangene Dreiecke; Typ C-Antworten: graue Dreiecke.

Weiter wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der Antwortstirke auf

den ersten Reiz einer Reizfolge und der Abnahme der Entladungsrate iiber eine
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Reizfolge bestand. Hierfiir wurden fiir alle Typ A-,Typ B- und Typ C-Antworten
(n= 87) die evozierten Entladungsraten (Hz) auf den ersten Reiz der Reizfolge
gegen die Abnahme der Entladungsrate (Hz) aufgetragen (Abbildung 3.45 oben).
Je stéirker die Antwort auf den ersten Reiz der Reizfolge war, desto grofer war die
Abnahme der Entladungsrate iiber die Reizfolge (Rangkorrelation nach Spearman
r: -0,53; p: 0,00000082).

Um den Einfluss der Spontanaktivitit der Neurone auf die Abnahme der Ent-
ladungsrate iiber die Reizfolge zu untersuchen, wurden fiir alle Typ A-Typ B-
und Typ C-Antworten (n= 87) die Abnahme der Entladungsrate (Hz) gegen die
Spontanrate (Hz) aufgetragen (Abbildung 3.45 unten). Es zeigte sich kein signifi-
kanter Zusammenhang zwischen der Abnahme der Entladungsrate (Hz) iiber eine

Reizfolge und der Spontanrate (Rangkorrelation nach Spearman r: 0,21; p: 0,06).
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Abbildung 3.45.: Einfluss der Antwortstirke auf Reiz 1 und Einfluss der
Spontanrate auf die Abnahme der Entladungsrate iiber die Folge.

Oben: Abnahme der Entladungsrate (Hz) aufgetragen gegen die Entladungsrate auf den
Abnahme der Entladungsrate (Hz) aufgetragen gegen
die Spontanrate (Hz). Typ A-Antworten: schwarze Kreise; Typ B-Antworten: orangene

1. Reiz der Folge (Hz). Unten:

Spontanrate (Hz)

Dreiecke; Typ C-Antworten: schwarze Dreiecke.
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3.4.3. Einfluss der Anderung der Reizfrequenz am Ende

einer Reizfolge

Es wurde untersucht, ob ein am Ende der Reizfolge prisentierter Reiz zu einer
Veriéinderung der adaptierten Antwortrate (Typ B-Antworten) fithrte. Direkt nach
einer Reizfolge, bestehend aus zehn 100 Hz Reizen (ISI 0,1 s) wurde ein beschleu-
nigungsgleicher 95 Hz Reiz présentiert (vergleiche 2.3.4.2). Wie bei den priméren
Afferenzen wurden auch hier die 95 Hz und 100 Hz Reize mit grofsem zeitlichen
Abstand vor der repetitiven Folge als Referenzreize présentiert. Die Abbildung
3.46 (oben) zeigt beispielhaft die evozierten Entladungsraten einer Zelle iiber ei-
ne solche Reizfolge (Reizamplitude: 24 m s?). Die Entladungsrate auf den 100
Hz Referenzreiz betrug 72 Hz und die Entladungsrate auf den 95 Hz Referenzreiz
betrug 69 Hz. Die Entladungsrate auf den ersten Reiz der repetitiven Reizfolge
betrug 61 Hz und war somit um 11 Hz geringer als die 100 Hz Referenzantwort.
Die Entladungsrate nahm iiber die Reizfolge um 19 Hz ab und betrug als Antwort
auf den 10. Reiz 42 Hz. Auf einen direkt am Ende der Reizfolge prisentierten
beschleunigungsgleichen Reiz (95 Hz, ISI 0,1 s, Reiz 11) antwortete die Zelle mit
einer Entladungsrate von 62 Hz (Antwortstérke rel. 95 Hz Ref.: 90 %). Auf einen
beschleunigungsgleichen 95 Hz Reiz, der mit einem Reizabstand von 3 s (Reiz 12)
préasentiert wurde betrug die Entladungsrate 65 Hz (Antwortstérke rel. 95 Hz Ref.:
94 %; Abbildung 3.46 unten).
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Abbildung 3.46.: Beispiel fiir eine Typ B-Ableitung bei Prisentation eines
beschleunigungsgleichen 95 Hz Reiz am Ende der Reizfolge.

Oben: Evozierte Entladungsrate (Hz) eines MON Neurons iiber eine Reizfolge aufgetra-
gen gegen die Zeit (s). 100 Hz Reize (Rechtecke, Referenzreize: unausgefiillte Rechtecke),
95 Hz Reize (Kreise, Referenzreize: unausgefiillter Kreis). Reizamplitude 24 m s72. Ge-
strichelte Linie: Spontanrate. Unten: Mittlere Entladungsrate Reize 7-10 relativ zur 100
Hz Referenz und Antwortstérken Reize 11 und 12 relativ zur 95 Hz Referenz.
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Bei allen présentierten Reizamplituden waren die mittleren Entladungsraten auf
die letzten fiinf Reize der Reizfolge (Reize 7-10; 100 Hz) niedriger als die Entla-
dungsraten auf den 11. und den 12. Reiz (95 Hz, gleiche Beschleunigungsamplitu-
de). Dies ist in Abbildung 3.47 (links) fiir verschiedene Reizamplituden gezeigt. Die
relativen Antwortstiarken auf den 11. Reiz betrugen zwischen 63 % und 88,5 % der
95 Hz Referenz. Sie waren bei allen priasentierten Reizamplituden niedriger als die
relativen Antwortstirken auf den 12. Reiz. Sie betrugen zwischen 93 % und 109 %
(Abbildung 3.47 rechts). Die Abbildung 3.48 zeigt die evozierten Entladungsraten
(Hz) auf den 11. und den 12. Reiz als Funktion der 95 Hz Referenzantwort. Diese
Abbildung zeigt, dass die Entladungsraten auf den 11. Reiz im Mittel signifikant
kleiner waren (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test: W: 101, Z: 2,32, p: 0,01) als die
95 Hz Referenzantwort. Die Entladungsraten auf den 12. Reiz unterschieden sich
im Mittel nicht signifikant (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test: W: 59, Z: 0,3, p: 0,7)

von der 95 Hz Referenzantwort.
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3. Ergebnisse

Abbildung 3.47.: Evozierte Entladungsraten (Hz) und Antwortstirken (%)
relativ zur Referenz.

Links: Evozierte mittlere Entladungsrate (Hz) der Reize 7-10 (Reizfrequenz 100 Hz) und
evozierte Entladungsrate (Hz) des 11. und des 12. Reizes (Reizfrequenz 95 Hz). Rechts:
Mittlere Antwortstérke der Reize 7-10 relativ zur 100 Hz Referenz und Antwortstérke des
11. und des 12. Reizes relativ zur 95 Hz Referenz (n=16). Die Reizamplituden sind ver-
einfacht als relative dB-Angaben dargestellt. Die absoluten Beschleunigungsamplituden
konnen Tabelle A.8 (Anhang A.2.2.) entnommen werden. Boxplot: Mediane, Mittelwert,
Quartile; 5%, 95%, Minima und Maxima.
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Abbildung 3.48.: Evozierte Entladungsraten (Hz) Reiz 11 und Reiz 12 aufge-
tragen gegen die 95 Hz Referenzantwort

Evozierte Entladungsraten (Hz) Reiz 11 und Reiz 12 als Funktion der 95 Hz Referenzant-
wort.
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3.4.4. Einfluss repetitiver Rauschreize auf das

Antwortverhalten von MON Neuronen

In dieser Versuchsreihe wurden den Hirnstammneuronen Reizfolgen bestehend aus
10 Rauschreizen mit einem Reizabstand von 0,1 s prisentiert. Die Rauschreize hat-
ten ein Frequenzspektrum von 0 Hz-150 Hz (FFT Anhang A.5.9). Es wurden zwei
unterschiedliche Reizprotokolle prisentiert (vergleiche 2.3.4.2). Insgesamt wurden
Daten von 24 Zellen (85 Ableitungen) im MON des Goldfisches, C. auratus (n=9)
aufgezeichnet. Es wurden Daten von 16 Zellen (21 Ableitungen) von der Auswer-
tung ausgeschlossen, da dass Signal-Rausch-Verhiltniss wihrend der Reizung zu
schlecht war um die Aktionspotentiale vom Rauschen zu trennen. Den verbliebenen
acht Zellen wurde 64 Mal das Rausch-Reiz Protokoll 1 und 44 Mal das Rausch-Reiz
Protokoll 2 prisentiert.

Rausch-Reiz Protokoll 1:

Mit einem ersten Rauschreizprotokoll wurde untersucht, ob die Neurone im MON
auf eine repetitive Folge von zehn identischen Rauschreizen adaptierten und ob
ein am Ende der Reizfolge prisentierter Sinusreiz zu einer erneuten Verdnderung
der Antwortrate fithrte. In 65,5 % (n=42) der Ableitungen trat keine signifikante
Veriinderung der Entladungsrate iiber die Rauschreizfolge auf (Typ A-Antwort),
in 33 % (n=21) der Ableitungen trat eine signifikante Abnahme der Entladungs-
rate auf und in 1,5 % (n=1) der Ableitungen trat eine signifikante Zunahme der
Entladungsrate iiber die Reizfolge auf (Typ-C Antwort). Die Abbildung 3.49 zeigt
beispielhaft die Daten einer Typ B-Antwort. Die Zelle antwortet mit einer Ent-
ladungsrate von 160 Hz auf den ersten Reiz der Folge. Die Rate nahm iiber die
Reizfolge um 19 % auf 137 Hz (Reiz 10) ab.
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Abbildung 3.49.: Beispiel fiir eine Typ B-Antwort bei Prisentation identi-
scher Rauschreize (Rausch-Reizprotokoll 1).

Oben: Evozierte Entladungsraten als Funktion der Reiznummer. Rot: 3-Parameter-
logarithmischer Fit der Formel: [y= 176,5-13,23*(Ln(x)+0,3)], p: 0,03; Tau: -0,53. Mitte:
Originalableitung, aus der die oben dargestellten Raten berechnet wurden. Unten: Reiz-
spur Reizabstand 0.1 s, Spontanaktivitdt 7,5 Hz.

Die Entladungsraten der Neurone auf den ersten Reiz einer Folge betrugen zwi-
schen 31 Hz und 160 Hz (Abbildung 3.50). Im Mittel antworteten die Neurone auf
den ersten Reiz mit einer Entladungsrate von 97 Hz (SD: 40,5 Hz) auf den erste
Reiz der Reizfolge. Uber die Reizfolge nahmen die Entladungsraten im Mittel um
15 Hz ab (SD: 9,5 Hz) ab und betrugen auf den 10. Reiz 82 Hz (SD: 35 Hz; Abbil-
dung 3.51 oben). Dies entspricht einer mittleren prozentualen Ratenabnahme von
20 % (Abbildung 3.51 unten).
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Abbildung 3.50.: Evozierte Entladungsraten (Hz) von MON Neuronen auf den
ersten Reiz einer Reizfolge bestehend aus identischen Rauschreizen (Rausch-
Reizprotokoll 1; n=20).
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3. Ergebnisse

Abbildung 3.51.: Mittlere Entladungsraten (Hz, oben) und mittlere Entla-
dungsraten (%, unten) bei Présentation von Rausch-Reizprotokoll 1 (n=20).
SD als Fehlerbalken.

Wurde direkt im Anschluss an die Rauschreizfolge ein 100 Hz Sinusreiz prisentiert,
so waren die mittleren Entladungsraten auf diesen Reiz stets niedriger als die
Antwortstérke auf den 100 Hz Referenzreiz. Die relative Antwortstirke (%) auf
den 11. Reiz betrug 71 % (SD: 14 %). Die relative Antwortstérke auf den 12. Reiz
betrug 73 % (SD: 43 %).
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Abbildung 3.52.: Mittlere Antwortstirken (%) auf die Reize 11 und 12.
SD als Fehlerbalken.

Rausch-Reiz Protokoll 2

Mit einem zweiten Rauschreizprotokoll wurde untersucht, ob die Neurone im MON
auch auf eine repetitive Folge von zehn Rauschreizen adaptierten, die zwar dassel-
be Frequenzspektrum hatten, sich aber in ihrem zeitlichen Verlauf unterschieden.
Es wurden 44 Ableitungen aufgezeichnet. In 48 % (n=21) der Ableitungen keine
signifikante Verdnderung der Entladungsrate iiber die Rauschreizfolge auf (Typ
A-Antworten) und in 52 % (n=23) der Ableitungen trat eine signifikante Ab-
nahme der Entladungsrate auf (Typ B-Antworten). Signifikante Zunahmen (Typ
C-Antworten) wurden nicht beobachtet. Die Abbildung 3.53 zeigt beispielhaft die
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Daten einer Typ B-Antwort. Die Zelle antwortete mit einer Entladungsrate von
103 Hz auf den ersten Reiz der Folge. Die Rate nahm {iber die Reizfolge um 24 %
auf 73 Hz (Reiz 10) ab.
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Abbildung 3.53.: Beispiel fiir eine Typ B-Antwort bei Prisentation verschie-
dener Rauschreize (Rausch-Reizprotokoll 2).

Oben: Evozierte Entladungsraten als Funktion der Reiznummer. Rot: 3-Parameter-
logarithmischer Fit der Formel: [y= 110,9-142,2*(Ln(X)+1)], p: 0,001; Tau: -0,77. Mitte:
Originalableitung, aus der die oben dargestellten Raten berechnet wurden. Unten: Reiz-
spur Reizabstand 0,1 s, Spontanaktivitdt 3 Hz.

Die Entladungsraten der Neurone auf den ersten Reiz einer Folge betrugen zwi-
schen 55 Hz und 107 Hz (Abbildung 3.54). Im Mittel antworteten die Neurone
auf den ersten Reiz mit einer Entladungsrate von 90 Hz (SD: 18 Hz). Uber die
Reizfolge nahmen die Entladungsraten im Mittel um 19 Hz ab (SD: 6 Hz) ab und
betrugen auf den 10. Reiz 63 Hz (SD: 13 Hz ; Abbildung 3.55 oben). Dies ent-
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spricht einer mittleren prozentualen Ratenabnahme um ca. 30 % (Abbildung 3.55

unten).
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Abbildung 3.54.: Evozierte Entladungsraten (Hz) von MON Neuronen auf
den ersten Reiz einer Reizfolge bestehend aus unterschiedlichen Rauschreizen
(Reizprotokoll 2; n= 23).
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Abbildung 3.55.: Mittlere Entladungsraten (Hz, oben) und mittlere Entla-
dungsrate (%, unten) bei Préisentation von Rausch-Reizprotokoll 2 (n=23).
SD als Fehlerbalken.
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4. Diskussion

In der Sinnesphysiologie werden mit Adaptation Phinomene bezeichnet, die in
einer reversiblen Anpassung der Empfindlichkeit eines Sinnessystems, Sinnesor-
gans oder eines Rezeptors bestehen. Adaptation ist eine grundlegende Eigenschaft
biologischer Systeme, die in vielfdltiger Ausprigung in nahezu allen Sinnessyste-
men auftritt (Barlow 1961; Laughlin 1989; Brenner et al. 2000). Auf neuronaler
Ebene wurde Adaptation in vorangegangenen Studien vor allem am akustischen
System untersucht (Kiang et al. 1966; Smith and Brachmann 1982; Westermann
and Smith 1984; Smith and Zwislocki 1974; Eatock et al. 1987). In der vorliegenden
Arbeit konnten neue Erkenntnisse zur neuronalen Adaptation auf sukzessive Reize
im MON und in den priméren Seitenlinienafferenzen des Goldfisches, Carassius

auralus, nachgewiesen werden.

4.1. Antwortverhalten primarer

Seitenlinienafferenzen und zentraler Neurone
im MON auf Dipolreize

Im Seitenliniensystem der Fische wird die von den Neuromasten wahrgenommene
Information iiber die priméren afferenten Nervenfasern des ALLN und PLLN in
das Zentralnervensystem geleitet. Das Antwortverhalten der primédren Afferenzen
auf Sinusreize wurde in vorangegangenen Studien bereits beschrieben (beispiels-
weise Bleckmann and Topp, 1981; Miinz, 1985; Coombs and Montgomery, 1992;
Mogdans and Bleckmann, 1998, 1999). In dieser Versuchsreihe wurde zunéchst das

Antwortverhalten von PLLN Fasern und MON Neuronen auf einzelne Sinusreize
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kurz charakterisiert und dann mittlere Amplitudenkennlinien erstellt. In den dar-
an anschliefenden Versuchsreihen wurden dieselben Sinusreize dann in Form von

Reizserien mit unterschiedlichen Interstimulus-Intervallen wiederholt prasentiert.

Bereits in fritheren Arbeiten wurde beschrieben, dass Seitenlinienafferenzen spon-
tanaktiv sind (Gdrner, 1963; Minz, 1985; Elepfandt and Wiedemer, 1987; Coombs
and Janssen, 1990). Die Spontanraten der in dieser Arbeit abgeleiteten PLLN Neu-
rone betrugen zwischen 0 und 81,0 Hz (M: 21 Hz, SD: 17 Hz). Diese Werte sind mit
den Daten aus anderen Studien vergleichbar. Beispielsweise ermittelten Mogdans
and Bleckmann (1999) Spontanraten zwischen 0 und 85,5 Hz. Engelmann (2002)
beschrieb Spontanraten zwischen 0,1 und 75 Hz und in einer Studie von Chagnaud
et al. (2008)betrug die mittlere Spontanrate 19,1 Hz (SD: 15,3).

Fasern des PLLN antworteten in Schwellennihe mit einer phasengekoppelten Mo-
dulation der Spontanrate und bei einer Erhéhung der Reizamplitude nahmen der
Grad der Phasenkopplung und die Entladungsrate zu. Die Phasenkopplung wurde
mit hoheren Reizamplituden etwas schwicher, da die Neurone bei hohen Reiz-
amplituden mit bis zu vier Aktionspotentialen pro Sinusschwingung antworteten.
Auch in vorangegangenen Studien antworteten die priméren Seitenlinienafferenzen
auf hydrodynamische Sinusreize mit phasengekoppelten Aktionspotentialen. Auch
diese Daten stimmen mit den Ergebnissen anderer Arbeiten {iberein (Bleckmann
and Topp, 1981; Miinz, 1985; Elepfandt and Wiedemer, 1987; Coombs and Mont-
gomery, 1992; Kroese and Schellart, 1992; Wubbels, 1992; Coombs et al., 1996;
Mogdans and Bleckmann, 1999). Insgesamt 24 von 135 (17 %) der abgeleiteten
PLLN Fasern zeigten keine Anderung der Entladungsrate oder keine phasenge-
koppelte Modulation der Spontanrate auf eine Wasserbewegung. Es ist moglich,
dass diese Fasern Seitenlinienefferenzen waren oder dass der Neuromast, der von

der abgeleiteten Faser innerviert wurde, beschidigt war.

Primére Seitenlinienafferenzen terminieren ipsilateral in den Medialen Octavola-
teralen Nucleus (MON), ein Kerngebiet im Hirnstamm der Fische (Montgomery
et al., 1995). Die Spontanraten der in dieser Arbeit abgeleiteten MON Neurone
betrugen zwischen 0 Hz-116 Hz (M: 33,1 Hz; SD: 32 Hz; Mnd: 23,4 Hz). Mogdans
et al. (1997) beschrieben deutlich niedrigere Spontanraten (0 Hz-16 Hz; Mnd:
1,1 Hz) und auch die von Coombs et al. (1998) beschriebenen Spontanaktivititen
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(0 Hz-20 Hz; M: 5,5 Hz; SD: 5,3 Hz) sind niedriger. Die in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Spontanraten sind dagegen mit den von Kinzel (2009; 0,73 Hz-
55,7 Hz; M: 16,4 Hz; SD: 14,7 Hz; Mnd: 10,4 Hz) und den von Miller et al.
(1996; 0 Hz-86 Hz) beschriebenen Spontanraten vergleichbar. Es ist moglich, dass
sich die Spontanraten der Neurone in den oben aufgefiihrten Studien aufgrund
der verwendeten Ableittechnik (Metallelektroden oder Glaskapillare) unterschei-
den. Die Dauer der Aktionspotentiale priméirer Afferenzen und MON Neuronen
unterscheiden sich, d.h. man kann primére Afferenzen und MON Neurone anhand
der Breite der abgeleiteten Spikes unterscheiden. Post-hoc wurde die halbmaxi-
male Breite der abgeleiteten Aktionspotentiale bestimmt. Es zeigte sich, dass die
Aktionspotentiale der abgeleiteten MON Neurone linger andauerten als die Ak-
tionspotentiale abgeleiteter primérer Afferenzen. Die halbmaximale Breite eines
der Aktionspotentiales der MON Neurone betrug zwischen 2,5 ms und 5,9 ms (M:
3,6 ms; SD: 0,08 ms; Mnd: 3,4 ms), die halbmaximale Breite eines Aktionspo-
tentials primérer Afferenzen betrug zwischen 1,68 ms und 2 ms (M: 1,8 ms; SD:
0,07 ms; Mnd: 1,88 ms). Vergleichbare Informationen aus anderen Studien liegen

nicht vor.

In den Experimenten reagierten ca. 36 % (n— 140) der abgeleiteten MON Neuro-
ne auf eine Wasserbewegung entlang des Fisches, jedoch im Experiment nicht auf
den stationéiren Dipolreiz. Bereits in anderen Arbeiten (Paul and Roberts, 1977;
Caird, 1978; Wubbels et al., 1993; Montgomery et al., 1996; Mogdans and Goene-
chea, 1999) wurde beobachtet, dass die MON Neurone weniger sensitiv auf die
Vibrationen eines hydrodynamischen Dipols reagierten als die priméren Seitenli-
nienafferenzen. In der vorliegenden Untersuchung antworteten die MON Neurone
mit zunehmender Reizfrequenz und Reizamplitude mit einer Erhéhung der Ent-
ladungsrate und der Phasenkopplung. Bei Reizfrequenzen von 12,5 Hz und 25 Hz
zeigten die Neurone erst bei der hochsten prisentierten Reizintensitiat (12,5 Hz:
254 pm und 25 Hz: 234 pm p-p Auslenkung) eine deutliche Erh6hung der Ent-
ladungsrate. Bei Reizfrequenzen von 50 Hz und 100 Hz antworteten die Neurone
ab einer Reizintensitdt von 19 pm (50 Hz) respektive 15 pm (100 Hz) mit einer
Erh6hung der Entladungsrate und einer signifikanten (R > 0,05; Z > 4,6) Pha-

senkopplung. Diese Daten sind mit den Ergebnissen anderer Arbeiten vergleichbar
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(beispielsweise Wubbels et al., 1993; Montgomery et al., 1996; Mogdans et al., 1997;
Coombs et al., 1998; Mogdans and Goenechea, 1999; Kiinzel, 2009).

In zwei Studien(Kinzel, 2009; Ali, 2008) wurde untersucht, bei welcher Reizfre-
quenz die Neurone im MON des Goldfisches, C. auratus, mit der héchsten Spikerate
antworteten. Dabei wurden Hochpass. Tiefpass und Bandpassneurone gefunden.
Ali et al. (2010) présentierte 33 Hz, 50 Hz, 100 Hz und 200 Hz Reize und beob-
achtete, dass nur 12,5 % (n=>5) der Neurone bei Priisentation eines 33 Hz Reizes
maximal feuerten. Demgegeniiber zeigten 30 % (n=12) respektive 47,5 % (n=9) der
Neurone eine maximale Feuerrate bei Prasentation von 100 Hz respektive 200 Hz
Reizen. Ahnliches zeigte sich in der Studie von Kiinzel (2009). Hier wurden 20 Hz,
50 Hz und 100 Hz Reize prisentiert. Nur 15 % der Neurone antworteten mit einer
maximalen Feuerrate auf einen 20 Hz Reiz jedoch antworteten 40 % respektive
45 % der Neurone bei 50 Hz und 100 Hz Reizen maximal. In der vorliegenden
Arbeit wurde nicht untersucht, ob die einzelnen abgeleiteten Neurone auf einen
bestimmten Frequenzbereich abgestimmt sind. Die mittleren Amplitudenkennlini-
en zeigten jedoch, dass die Neurone bei der Priasentation von 50 Hz und 100 Hz
Reizen bereits bei geringen Reizintensitédten mit einem stérkeren Anstieg der Entla-
dungsrate und phasengekoppelten Aktionspotentialen antworteten als bei 12,5 Hz
und 25 Hz Reizen.

Eine Kopplung der Aktionspotentiale auf eine bestimmt Phase einer Sinusschwin-
gung, wurde fiir MON Neurone auch in vorangegangenen Studien beschrieben
(Bleckmann and Bullock, 1989; Mogdans and Bleckmann, 1999; Ali et al., 2010;
Kiinzel, 2009; Kiinzel et al., 2011). In diesen Studien trat eine Phasenkopplung
in den zentralen Neuronen seltener auf als in den priméren Afferenzen. Zusétzlich
konnte die Phasenkopplung von der Position und der Ausrichtung des Dipols ab-
héngig sein (Bleckmann and Bullock, 1989; Mogdans and Kréther, 2001; Krother
et al., 2002). Ahnlich wie in der vorliegenden Arbeit wurde bei mittleren Frequen-
zen (50 Hz-100 Hz) eine stérkere Phasenkopplung als bei sehr niedrigen Frequenzen
(20 Hz oder 33 Hz; Mogdans and Bleckmann 1999; Ali et al. 2010; Kinzel 2009)
beobachtet.
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4.2. Einfluss repetitiver Reize auf das
Antwortverhalten primarer

Seitenlinienafferenzen und zentraler Neurone
im MON

4.2.1. Einfluss der Reizabstande

Der Einfluss der Reizwiederholrate auf das Antwortverhalten priméirer Afferen-
zen und zentraler Neurone im MON wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig

systematisch am Seitenliniensystem des Goldfisches, C. auratus, untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Abnahme der Entladungsrate bei sukzessiven Rei-
zen bereits bei priméren Seitenlinienafferenzen auftreten kann. Der relative Anteil
der Ableitungen, die eine signifikante Abnahme der Entladungsrate zeigten (Typ
B-Antwort) war bei priméren Seitenlinienafferenzen sogar hoher als bei Neuronen
im MON. Bei priméren Seitenlinienafferenzen trat in 57 % (n=122) der Ableitun-
gen eine Typ B-Antwort, in 41 % (n= 88) eine Typ A-Antwort und in 2 % (n= 3)
der Ableitungen eine Typ C-Antwort auf. Bei MON Neuronen trat in 30 % (n—81)
der Ableitungen eine Typ B-Antwort, in 67,5 % (n= 81) eine Typ A-Antwort und
in 2,5 % (n=3) eine Typ C-Antwort auf. Typ A-, B- und C-Antworten traten bei
priméren Seitenlinienafferenzen und MON Neuronen bei allen verwendeten Reiz-
abstdnden auf. Jedoch nahm der Anteil der Typ A-Antworten mit zunehmender
Reizwiederholrate ab und der relative Anteil der Typ B-Antworten zu. Der relative
Anteil der Typ C-Antworten verdnderte sich nicht. Ein Grund fiir den héheren An-
teil an Typ B-Antworten bei priméren Afferenzen ist, dass in den entsprechenden
Experimenten auch Reizabstdnde von 0 s verwendet wurden, was bei den MON-
Experimenten nicht der Fall war. Wurden diese Daten nicht beriicksichtigt, so war
dennoch der relative Anteil der Typ B-Antworten bei priméren Seitenlinienafferen-
zen um 20 % groker als bei MON Neuronen. Bei priméren Seitenlinienafferenzen
nahm die Entladungsrate {iber eine Reizfolge mit zunehmender Reizwiederholra-
te starker ab. Mit einem Reizabstand von 2 s betrug die mittlere Ratenabnahme
13 Hz (SD: 4,5 Hz), mit einem Reizabstand von 0,5 s 28 Hz (SD: 8 Hz), mit einem
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Reizabstand von 0,1 s 34 Hz (SD: 12,5 Hz) und mit einem Reizabstand von 0 s
33 Hz (SD: 9 Hz).

Der Einfluss der Reizwiederholrate repetitiver Reize wurde in vorangegangenen
Untersuchungen am akustischen System untersucht (Huang and Buchwald, 1979,
1980; Huang, 1981). Anders als in der vorliegenden Untersuchung trat eine Adap-
tation auf repetitive Reize bei primédren Afferenzen nur selten auf. In einer Studie
(Huang and Buchwald, 1979) zeigten nur 3 % (n= 95) der Ableitungen am akus-
tischen Nerv der Katze bei Reizabstdnden zwischen 0,5 s - 5 s eine signifikante
Abnahme der neuronalen Antwort. Erst im Cochlear Nucleus wurde eine syste-
matische Abnahme der neuronalen Antworten in 69 % (n=93) der Ableitungen
beschrieben. In einer weiteren Studie untersuchten Huang and Buchwald (1980)
am akustischen Nerv der Katze, ob Reizrate (100 Reize/s - 0,5 Reize/s) und Reiz-
dauer die Amplitude evozierter Potentiale verdnderten. Eine signifikante Abnahme
der Amplitude der evozierten Potentiale trat in den priméren Afferenzen selten
und nur bei sehr kurzen Reizabstinden auf. Bereits ab einem Reizabstand von
0,1 s trat keine signifikanten Abnahmen der Amplitude der evozierten Potentiale
am akustischen Nerv mehr auf. In einer weiteren Studie (Megela and Caprani-
ca, 1983) am akustischen System des Ochsenfroschs, Rana catesbeiana, trat ab
einer Reizrate von einem Reiz pro Sekunde eine Abnahme der neuronalen Ant-
wort im zentralen Nervensystem auf. Eine Abnahme der neuronalen Antwort in
den priméren Afferenzen wurde hingegen nicht gefunden. Bleckmann et al. (1987)
beschrieben eine Abnahme der Amplitude evozierter Potentiale im Seitenlinien-
systems des Dornriicken Gitarrenrochen, Platyrhinoidis triseriata, bei repetitiver,
elektrischer Reizung. Die gemessenen Amplituden der evozierten Potentiale nah-
men mit zunehmender Reizwiederholrate ab. Dieser Effekt nahm mit zunehmender

Hoéherverschaltung im ZNS zu.

In der vorliegenden Arbeit nahmen die Entladungsraten der priméren Seitenlinien-
afferenzen mit zunehmender Reizwiederholrate stirker ab. Bei allen Reizabstédnden
trat die starkste Ratenabnahme jeweils vom ersten Reiz auf den zweiten Reiz einer
Reizfolge auf. Mit zunehmender Reizwiederholrate stieg auch die relative Raten-
abnahme vom ersten auf den zweiten Reiz an. Ein dhnlicher Verlauf der Antwort-

abnahme wurde bei wiederholter Reizprasentation im Cochlear Nucleus der Katze
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beschrieben (Huang and Buchwald, 1980). In dieser Studie nahmen die neuronalen
Antworten innerhalb der ersten 10 Reizwiederholungen am stirksten ab und né-
herten sich asymptotisch nach etwa 50 Reizprdsentationen einem konstanten Wert
(Huang and Buchwald, 1980).

Die Entladungsraten im MON nahmen in der vorliegenden Arbeit mit abneh-
mender Reizwiederholrate starker ab. Insgesamt nahmen die Entladungsraten von
MON Neuronen iiber eine Reizfolge aber weniger stark ab als bei priméren Sei-
tenlinienafferenzen. Es zeigte sich jedoch auch, dass die neuronalen Antworten
der MON Neurone unterschiedlicher waren als die neuronalen Antworten der pri-
maéren Seitenlinienafferenzen. Dies wurde in fritheren Untersuchungen von Coombs
et al. (1998) bereits beschrieben. Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Entladungs-
raten der MON Neurone bei vergleichbaren Reizamplituden deutlich voneinander
unterscheiden. Dies wird anhand der grofsen Standardabweichung der mittleren
Antworten auf den ersten Reiz einer Reizfolge deutlich. Sie betrugen bei einem
Reizabstand von 2 s 91 Hz (M: 60 Hz), bei 0,5 s 19 Hz (M: 37 Hz) und bei 0,1 s
53 Hz (M: 52 Hz). Da die Reizfolgen randomisiert prisentiert wurden, d.h. die
Reihenfolge, mit der die verschiedenen Reizabsténde présentiert wurden zufillig
war und auch der zeitliche Abstand zwischen zwei Reizfolgen sehr lang war (min.
40 s) erscheint es unwahrscheinlich, dass sich die mittleren Entladungsraten auf
den ersten Reiz aufgrund einer systematische Beeinflussung durch vorangegangene
Reizpréisentationen unterschieden. Im 7S des Ochsenfrosches, Rana catesbeiana,
nahm die Amplitude evozierter Potentiale bei einer vergleichbaren Reizwiederhol-
rate (1 Reiz/ 2 s) nicht signifikant ab. Erst ab einer Reizwiederholrate von 1 Reiz
/ s wurde eine signifikante Abnahme in der Amplitude der evozierten Potentiale
von ca. 50 % beobachtet (Megela and Capranica, 1983).

Wie in der vorliegenden Arbeit und in anderen Arbeiten (Paul and Roberts, 1977;
Caird, 1978; Wubbels et al., 1993; Montgomery et al., 1996) beobachtet wurde, rea-
gieren MON Neurone weniger sensitiv auf periodische Sinusreize als auf komple-
xere Reize (z.B. die durch ein bewegtes Objekt verursachten Wasserbewegungen).
Hydrodynamisches Rauschen in Form zufélliger Pegel- und Phasenschwankungen
innerhalb eines bestimmten Frequenzenbereichs stellt ebenfalls einen komplexen

Reiz dar. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine Adaptation auf sukzessive Rei-
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ze bei MON Neuronen auch iiber eine Folge aus zehn repetitiven Rauschreizen
(ISI 0,1 s) auftreten kann. Bei Présentation identischer Rauschreize trat in 33 %
(n=21) der Ableitungen eine signifikante Abnahme (Typ B-Antwort) auf und in
65,5 % (n— 42) der Ableitungen trat keine signifikante Anderung der Antwortrate
(Typ A-Antwort) auf. In 1,5 % (n—1) trat eine signifikante Zunahme auf (Typ
C-Antwort). Die Entladungsraten der Neurone nahmen iiber die Rauschreizfolge
im Mittel um 20 % (M: 15 Hz; SD: 9,5 Hz) ab. Présentierte man Rauschreize,
die dasselbe Frequenzspektrum aufwiesen, sich aber in ihrem zeitlichen Verlauf
unterschieden, trat in 52 % (n= 23) der Ableitungen eine Typ B-Antwort und in
48 % eine Typ A-Antwort auf. Dabei nahm die Entladungsrate der Neurone iiber
die Reizfolge im Mittel um 30 % (M: 19 Hz; SD: 6 Hz) ab. Die Abnahme der
Entladungsrate iiber eine vergleichbare Sinusreizfolge (10 Reize, ISI 0,1 s) betrug
43 % (M: 16 Hz; SD: 9 Hz). Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten zei-
gen, dass sowohl der relative Anteil der MON Neurone, die iiber eine Sinus- und
eine Rausch-Reizfolge adaptierten, als auch die relative Ratenabnahme vergleich-
bar sind. Es gibt bislang keine Studien in denen das Antwortverhalten zentraler
Seitenlinienneurone auf Rauschreize untersucht wurde. In einer Studie von Goulet
et al. (2012) wurden die Antworten primérer Seitenlinienafferenzen auf Rauschrei-
ze (weikes Rauschen, Bandweite: 10-150 Hz; Reizdauer 1 s, 100 Wiederholungen)
als sehr reproduzierbar beschrieben. Der in dieser Studie verwendete Reizabstand
betrug 3 s (personlicher Kommentar Mogdans). In einer Studie (Steffens, 2015)
zur Adaptation primérer Seitenlinienafferenzen wurden dieselben Rauschreizfol-
gen wie die in der vorliegenden Studie verwendet. Dabei zeigte sich, dass auch die
priméren Afferenzen auf Rauschreizfolge adaptieren kénnen. In 33 von 41 Ablei-
tungen adaptierten die priméren Afferenzen {iber eine Folge identischer Rauschrei-
ze und in 24 von 44 Ableitungen iiber eine Folge von Rauschreizen, die dasselbe
Frequenzspektrum aufwiesen aber einen unterschiedlichen zeitlichen Verlauf. Die
Entladungsraten nahmen in beiden Féllen im Mittel um 33 % ab und sind somit

mit den Daten der vorliegenden Arbeit vergleichbar.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine neuronale Adaptation auf
sukzessive Reize bereits bei priméren Seitenlinienafferenzen manifestiert ist. In

vorangegangenen Studien (Mogdans and Bleckmann, 1999; Mdller, 2007; Frings,
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2011) wurde gezeigt, dass die neuronalen Antworten der priméren Seitenlinienaffe-
renzen auf einen Einzelreiz aus einer Onset- und einer Steady-State-Komponente
bestehen konnen. Dies bedeutet, dass die Neurone zu Reizbeginn eine starke Erho-
hung der Entladungsrate zeigen (Onset), die im weiteren Verlauf eines gleichblei-
benden Reizes auf ein konstantes Niveau (Steady-State) abnimmt, d.h., die Zelle
adaptiert. In der vorliegenden Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass sich die
Entladungsraten der Typ B-Antworten primérer Seitenlinienafferenzen im Onset
und im Steady-State iiber eine Reizfolge in Abhéngigkeit der Reizwiederholrate
anderten. Die Abnahme der Entladungsrate zwischen Onset und Steady-State auf
den ersten Reiz der Folge war bei allen Reizabstdnden vergleichbar und betrug im
Mittel ca. 14,75 Hz (SD: 0,8 Hz). Mit Reizabstdnden von 2 s und 0,5 s nahmen
die Entladungsraten im Onset und im Steady-State in gleicher Weise ab, d.h.,
die Differenz zwischen der Entladungsrate im Onset und im Steady-State blieb
konstant. Mit Reizabstéinden von 0,1 s und 0 s war die Differenz zwischen Onset
und Steady-State ab einer zweiten Reizwiederholung niedriger und betrug 7 Hz
respektive 3 Hz. Dies bedeutet, dass bei kurzen Reizabstidnden beziehungsweise
hohen Reizwiederholraten die Onset-Antwort der Neurone unterdriickt war. Es ist
denkbar, dass die Onset-Antworten der Neurone wiahrend der Prisentationen von
Reizfolgen mit Reizabsténden von 0,1 s und 0 s durch einen a priori Effekt mas-
kiert sind. In der Literatur wird die hemmende Wirkung eines ersten Reizes auf
die neuronale Antwort auf einen unmittelbar folgenden zweiten Reiz als Vorwérts-
maskierung (engl.: Forward masking) beschrieben (Nelson et al., 2009; Alves-Pinto
et al., 2010). Frithere Arbeiten haben gezeigt, dass eine Vorwirtsmaskierung unter
anderem von dem zeitlichen Abstand eines Reiz-Folgereiz-Paares und der Reizam-
plitude des maskierenden Reizes beeinflusst wird (Jetsteadt et al., 1982; Brosch and
Schreiner, 1997; Guifreund and Knudsen, 2006; Nelson et al., 2009; Alves-Pinto
et al., 2010). Harris and Dallos (1979) beobachteten in den priméren afferenten
Nervenfasern des akustischen Systems von Chinchillas, dass ab einem Reizabstand
von 0,2 s - 0,3 s keine Maskierung der neuronalen Antwort auf eine Folgereiz
auftrat. In der vorliegenden Arbeit war die Onsetrate bei Reizabstdnden von 0 s
-0,1 s supprimiert. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Varnas (2014). In die-
ser Studie wurde fiir die zentralen Seitenlinienneurone im MON des Goldfisches,

C. auratus, gezeigt, dass eine Vorwartsmaskierung der neuronalen Antworten ab
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einem Reizabstand von 500 ms nicht mehr auftrat.

Nachfolgend wurde untersucht, ob die Abnahme der Entladungsrate iiber eine
Reizfolge neben der Reizwiederholrate auch von der Reizintensitdt und der Spont-
anrate eines Neurons abhing. Sowohl in den priméren Seitenlinienafferenzen als
auch im MON war die Abnahme der Entladungsrate der Typ B-Antworten bei
allen prasentierten Reizabstidnden unabhingig von der Reizamplitude. Im Ge-
gensatz hierzu konnte in fritheren Arbeiten gezeigt werden, dass die Adaptation
auf einen Einzelreiz von der Reizamplitude abhéingen kann (beispielsweise Kan-
del et al., 2000). Auch die Fasern des PLLN zeigten in friitheren Studien (Miller
2007; Frings 2011) mit zunehmender Reizamplitude eines einzelnen Reizes eine
stirkere Abnahme der Entladungsrate. Fiir MON Neurone liegen keine vergleich-
baren Studien vor. In vorangegangenen Studien (Goldberg and Greenwood 1966;
Young and Sachs 1970; Smith 1977) zur Adaptation auf sukzessive Reize im akus-
tischen System (primére Afferenzen und Cochlear Nucleus) wurde ebenfalls eine
Beeinflussung der Ratenabnahme durch die Reizintensitdt beobachtet. Anhand
der Daten der vorliegenden Arbeit konnte jedoch beobachtet werden, dass die
Entladungsrate der Neurone, die mit einer hohen Entladungsrate auf den ersten
Reiz einer Reizfolge antworteten iiber die Reizfolge signifikant stédrker abnahmen.
Wie bereits zuvor beschrieben, zeigen die Ergebnisse der vorliegenden und voran-
gegangener Untersuchungen (Bleckmann and Topp, 1981; Minz, 1985; Elepfandt
and Wiedemer, 1987; Coombs and Montgomery, 1992; Kroese and Schellart, 1992;
Wubbels, 1992; Mogdans and Bleckmann, 1999), dass die Entladungsrate innerhalb
des Dynamikbereichs der Neurone mit zunehmender Reizintensitét, bis zur Sétti-
gung ansteigt. Es ist denkbar, dass ein Zusammenhang zwischen der Reizintensitét
und der Stiarke der Abnahme bestehen kann, der jedoch aufgrund des Versuchs-
designs in der vorliegenden Arbeit nicht eindeutig gezeigt werden konnte. Fiir die
in dieser Arbeit vorgestellten Versuche wurde vor Prisentation der Reizfolgen der
dynamische Bereich der abgeleiteten Zellen grob erfasst und die Reizamplitude
der nachfolgenden Reize so gewihlt, dass sie sich jeweils ungefdhr in der Mitte des
dynamischen Bereichs einer Zelle befanden. Erst wenn einer Zelle alle Reizfolgen
mit unterschiedlichen Reizabstinden und gleicher Reizintensitdt mehrfach pra-

sentiert worden waren und die Ableitqualitit gut war, wurden einzelne Reizfolgen
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auch mit unterschiedlichen Reizintensitdten prisentiert. Systematisch liefe sich ein
Amplitudeneffekt durch mehrfache Priasentation kurzer, randomisierter Reizfolgen
(beispielsweise bestehend aus fiinf Reizen) in unterschiedlichen Abschwéchungen
untersuchen. Der zeitliche Abstand zwischen den einzelnen Reizfolgen sollte dann
so gewahlt werden, dass eine Verminderung der Antwortstarke durch vorhergehen-

de Reizungen weitestgehend ausgeschlossen werden kann.

Ebenso wurde in der vorliegenden Arbeit kein Zusammenhang zwischen der Ab-
nahme der Entladungsrate {iber eine Reizfolge und der Hohe der Spontanrate der
Neurone festgestellt. Theoretisch kann das spontane Generieren von Aktionspoten-
tialen die neuronale Reprisentation von Reizen durch das Herauf- und Herabregu-
lieren der Entladungsrate verbessern. Es wire also denkbar, dass die Spontanakti-
vitit das Antwortverhalten der Neurone und folglich auch die Adaptation beein-
flusst. Moglicherweise konnen Neurone, die eine hohe Spontanaktivitit aufweisen,
ihre Entladungsrate wihrend eines Reizes nicht so stark erhchen, wie Neurone,
die nur wenig spontan aktiv sind. In vorangegangene Untersuchungen ( Lowenstein
and Sand, 1940; Bremer, 1953; Granit, 1955; Kuffler et al., 1957) schwanken die
Theorien hinsichtlich der Spontanaktivitit einzelner Neurone zwischen “Noise” des
Nervensystems und der Mdoglichkeit der Informationsprozessierung durch die Mo-
dulation spontaner Aktivitit. Es sind keine Studien aus dem Seitenliniensystem
bekannt, in denen untersucht wurde, ob die Spontanaktivitit das Antwortverhal-
ten der Neurone wihrend einer Reizung beeinflusst oder ob die Spontanaktivitét
einzelner Neurone unter bestimmten Bedingungen oder einen lingeren Zeitraum

herauf- oder herabreguliert wird.

Methodische Aspekte

In der vorliegenden Arbeit wurden die Spontanraten der Neurone auch betrachtet
um sicherzustellen, dass eine Anderung der Entladungsrate iiber eine Reizfolge als
Funktion einer wiederholten Reizung auftrat und nicht durch eine Anderung der
Spontanaktivitiat bedingt war. Hierfiir wurde am Anfang jedes Reizprotokolls die
Spontanrate fiir 5 s ausgewertet. Um mogliche postinhibitorische Effekte nach einer
Reizung ( Wubbels, 1992; Smith and Zwislocki, 1974; Smith and Brachmann, 1982;

FEatock et al., 1987) weitestgehend auszuschliefien wurde mit der Auswertung der

126



4. Diskussion

Spontanrate am Ende einer Reizfolge erst fiinf Sekunden nach der letzten Reizpréi-
sentation begonnen und die Spontanrate fiir weitere 10 s ausgewertet. Es wurden
nur Ableitungen hinsichtlich einer Ratenédnderung ausgewertet, bei denen die Dif-
ferenz zwischen der zu Beginn gemessenen Spontanaktivitit und der am Ende der
Reizfolge gemessenen Spontanaktivitat < 4 Hz war. Fiir diese Ableitungen wurde
der Mittelwert aus der zu Beginn und am Ende gemessenen Spontanrate gebildet

und als mittlere Spontanaktivitit von den Reizantworten subtrahiert.

4.3. Einfluss der Anderung der Reizfrequenz am

Ende einer Sinusreizfolge

In zwei Versuchsreihen wurde untersucht, ob eine Anderung der Reizfrequenz am
Ende einer Reizfolge einen Effekt auf die Entladungsraten hat (sieche Abschnitt
2.3.4). Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl adaptierte priméire Afferenzen als auch
adaptiere Neurone im MON ihre Raten bei einer solchen Reizdnderung verdnder-
ten, d.h. dass sie die Reizénderung perzipierten, die neuronalen Antworten waren
aber verglichen mit der Referenzantwort supprimiert. In der ersten Versuchsreihe
waren die Entladungsraten primérer Afferenzen auf einen beschleunigungsgleichen
70 Hz Reiz verglichen mit der mittleren Entladungsrate auf die letzten fiinf 100 Hz
Reize der Reizfolge in 53 % (n=65) erhoht, in 13 % erniedrigt (n= 15) und in 34 %
unverdndert (n= 43). In der zweiten Versuchsreihe waren die Antwortstérken auf
zwei 95 Hz Reize (Reize 11 und 12) stets geringer als die Referenzantwort auf den
vor der Reizfolge prasentierten 95 Hz Reiz. Die Antwortstarke auf den zweiten
95 Hz Reiz (Reiz 12) stieg weiter an, wenn der Reizabstand von 3 s auf 5 s erhoht
wurde (Steffens, 2015). Fiir die Neurone im MON waren nur die Entladungsraten
auf den 11. Reiz stets geringer als die 95 Hz Referenzantwort. Auf den 12. Reiz
war die Antwortstérke teilweise gleich oder sogar héher als die 95 Hz Referenzant-
wort. Eine mdogliche Erkldrung fiir diese Ergebnisse ist, dass der Dynamikbereich
der Zellen wihrend der repetitiven Reizfolge verschoben wurde. Dies resultierte in
einer Ratenabnahme iiber die Reizfolge, aber auch dariiber hinaus, so dass auch

die Antworten auf die Reizdnderungen verringert waren.
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4.4. Antworten primarer Seitenlinienafferenzen

nach Durchtrennung des PLLN

Die Haarsinneszellen der Seitenlinie konnen efferent innerviert sein (Puzdrowski,
1989). Es ist nicht hinreichend geklért, ob beide Neuromastentypen (SN und CN)
efferent innerviert sind. In einer Studie von Minz (1979) wurde gezeigt, dass die
SN des Tilapia, Sarotherodon Niloticus, keine efferenten Synapsen haben. Dies
ist in Ubereinstimmung mit einer Untersuchung am Meeraal, Conger myriaster,
(Hama, 1978). Fritherer Untersuchungen lassen vermuten, dass die Aktivitat der
Efferenzen die Sensitivitdt der Haarsinneszellen und die Aktivitat der afferenten
Nervenfasern beeinflusst (Russell and Roberts 1974; Spdith and Schweickert 1975;
Flock and Russell 1976; Tricas and Highstein 1991). In vorangegangenen Studi-
en am akustischen System des Ochsenfrosch, Rana catesbeiana, wurde bereits ein
Zusammenhang zwischen neuronaler Adaptation und dem Einfluss des efferenten
Systems diskutiert (beispielsweise Eatock et al., 1987). Die Ergebnisse der vorlie-
genden Arbeit lassen vermuten, dass der Riickgang der Entladungsraten priméirer
Seitenlinienafferenzen iiber eine Reizfolge nicht durch efferente Fasern induziert
war. In zwei Experimenten wurde der PLLN an seiner Eintrittsstelle in die Medul-
la durchtrennt und afferente Aktivitit abgeleitet. Die Antworten der abgeleiteten
Neurone unterschieden sich nicht von den Antworten, die am intakten Nerven
abgeleitet wurden. Der relative Anteil der Typ B-Antworten, die relative Ratenab-
nahme iiber die Reizfolge und die Abnahme der Entladungsrate vom ersten auf den
zweiten Reiz der Reizfolge waren bei durchtrennten und nicht durchtrennten Ner-
ven vergleichbar. Dies ist in Ubereinstimmung mit Untersuchungen im akustischen
System der Katze, wo nach der Durchtrennung des akustischen Nervs weiterhin
Adaptation auf sukzessive Reize bei priméren Afferenzen festgestellt wurde ( Huang
and Buchwald 1979).
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4.5. Mogliche Adaptationsmechanismen

Ein Riickgang der Entladungsrate kann bei Haarzell-Sinnessystemen auf mehrere
Funktionsmechanismen zuriickzufiihren sein. Zum Verstindnis dieser Mechanis-
men ist das Verstandnis des Transduktionsprozesses an der Haarsinneszelle Vor-
aussetzung. Eine Scherung der Haarsinneszellen in Richtung des Kinociliums fiihrt
zur mechanischen Offnung der Transduktionskangle. Ein K*-Einstrom bewirk die
Depolarisation der Zelle. Basolateral werden spannungsabhingige Ca’' -Kanile
gedffnet. Der Ca?"-Einstrom verstirkt die Depolarisation des Membranpotentials,
so dass Neurotransmitter freigesetzt wird. Akkumulieren Ca?" -Ionen im Zytoplas-
ma werden Ca?"-sensitive- K™-Kanile gedffnet und die Zelle repolarisiert durch
den K- Ausstrom. Es ist denkbar, dass ein Adaptationsmechanismus direkt an
der Signaltransduktion an der Haarsinneszelle ansetzt. In dem von Howard and
Hudspeth (1987, 1988), sowie Gillespie and Corey (1997) beschriebenen Trans-
duktionsmodell fithrt der K*-Einstrom in die Haarsinneszelle bei einer konstanten
Auslenkung der Haarbiindel zur einer Entspannung der Tip Links, so dass die
Transduktionskanile geschlossen werden. Hierdurch wird auch der Ca?"-Einstrom
gestoppt und die Zelle adaptiert (vergleiche Abbildung 1.5). Mit diesem Mechanis-
mus l&dsst sich die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Adaptation auf Sinus-
und Rauschreize nicht erkldren, da diese Reize nicht zu einer konstanten Auslen-

kung der Haarbiindel fiihren.

Ein Mechanismus, der Adaptation auf periodische Reize erkldrt konnte bei der syn-
aptischen Ubertragung des Signals zwischen der Haarsinneszelle und der priméren
Afferenz wirken. Die Abnahme der Entladungsrate wihrend eines periodischen
Reizes konstanter Amplitude (z.B. Sinusreiz) verlduft graduell. In der Literatur
wurden basierend auf den Zeitkonstanten (1) vier unterschiedliche Adaptations-
stufen von schnell adaptierend (1-10 ms) bis zu langzeitig adaptierend (10-240 s)
beschrieben (Harris and Dallos, 1979; Westermann and Smith, 1984; Javel, 1996).
Verschiedene Erklarungsansitze berufen sich auf eine Serie verschiedener Vesikel-
Reservoirs in der Prasynapse, die nacheinander Vesikel freisetzen und so die La-
tenzen von kurzzeitig bis zu langzeitig adaptierend bedingen kénnten (Smith and
Zwislocki, 1974; Schwid and Geisler, 1982; Smith and Brachmann, 1982; Geisler
and Greenberg, 1986; Westermann and Smith, 1988). Ferner wére auch denkbar,
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dass ein verminderter Ca?" -Einstrom in die Rezeptorzelle eine verminderte Trans-

mitter Freisetzung bedingt (Thompson, 2009).

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Adaptation auf sukzessive Reize kénn-
te durch einen Wirkmechanismus, der die Transmitterverfiigbarkeit beeinflusst er-
klart werden. Es ist denkbar, dass bereits iiber die Reizdauer des ersten Reizes
einer Reizfolge der Pool schnell verfiigharer Neurotransmitter versiegt. Unabhén-
gig von dem présentierten Reizabstand konnte dies zum einen die starke Raten-
abnahme zwischen Onset und Steady-State widhrend des ersten Reizes und zum
anderen die starke Ratenabnahme vom ersten auf den zweiten Reiz der Reizfolge
erkldren. Eine hohe Reizwiederholrate bedeutet, dass schnell aufeinanderfolgend
Neurotransmitter freigesetzt und Aktionspotentiale generiert werden miissen. Bei
einer hohen Reizwiederholrate nimmt aber auch der relative Anteil der Typ B-
Antworten zu. Die Menge direkt verfiigharer Neurotransmitter nimmt bei hohen
Reizwiederholraten mdoglicherweise schnell ab, da zwischen den Reizungen wenig
Zeit bleibt um Neurotransmitter bereitzustellen. Dies konnte die starkere Abnahme
der Entladungsrate iiber eine Folge bei kurzen im Vergleich zu langeren Reizab-
stdnden erkldren. Eine verminderte Verfiigbarkeit von Neurotransmittern konnte
gleichsam auch die schwéchere Kodierung der Reizdnderung am Ende einer Reizfol-
ge bedingen. Hier war ein Anstieg der relativen Antwortstarke mit zunehmendem
Reizabstand zu beobachten. Erh6ht man die Pause zwischen den Reizen verbleibt
der Zelle mehr Zeit Neurotransmitter bereitzustellen, so dass an der priméren Af-
ferenz wieder mehr Aktionspotentiale generiert werden kénnten. Die Daten zeigen,
dass die vollstindige Antwortstiarke auch nach 5 s Pause zwischen einer Reizfol-
ge und einem neuen Reiz noch nicht wieder erreicht wurde (Steffens, 2015). In
der Arbeiten von Huang and Buchwald (1980) wurde eine synaptische Depression
ebenfalls als wahrscheinlichste Ursache der Ratenabnahme bei priméaren Afferenzen
im akustischen System der Katze diskutiert. In polysynpatischen Ubertragungs-
wegen ist bei einer Adaptation auf sequenzielle Reize eine Abnahme der Wirkung
von exzitatorischen Synapsen ebenso denkbar, wie eine verstiarkte Wirkung von
inhibitorischen Synapsen (Jacklet and Lukowiak, 1974). In der Studie von Huang
and Buchwald (1980) wurden die inhibitorischen Synapsen mit Strychnin gehemmt

und durch vollstdndige Trennung der neuronalen Verbindung zum Hirnstamm der
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Einfluss der Efferenzen verhindert. Dennoch wurde eine Abnahme der neurona-
len Antworten beobachtet. Die vorliegende Arbeit kann den der Adaptation auf
sequenzielle Reize zu Grunde liegenden Mechanismus nicht kldren. Einzig eine
Desensitivierung durch efferente Riickkopplung kann auch fiir die Daten der vor-

liegenden Arbeit vermutlich ausgeschlossen werden (vergleiche Kapitel 4.4).

4.6. Biologische Bedeutung von Adaptation fiir

das Seitenliniensystem der Fische

Da konstante oder wiederkehrende Stimuli keine neuen Informationen beinhalten,
kann die Perzeption diese Reize fiir einen Organismus stérend und nachteilig sein.
Antworten auf derartige Reize sollten daher unterdriickt oder gar komplett ver-
mieden werden. Adaptation vermeidet eine Sattigung neuronaler Antworten und
dient somit der Optimierung des physiologischen Dynamikbereichs, damit neu auf-
tretende Umweltreize besser wahrgenommen werden koénnen. In der natiirlichen
hydrodynamischen Umwelt kommen Sinusreize, wie sie in der vorliegenden Arbeit
verwendet wurden, nicht vor. Natiirliche Seitenlinienreize, die beispielsweise durch
Schwimmbewegungen andere Fische verursacht werden, beinhalten Amplituden-
und/oder Frequenzmodulationen (Bleckmann et al., 1991; Review: Bleckmann,
1994). Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Seitenlinienneurone des
Goldfisches, C. auratus, auch auf Rauschreize, die ein breiteres Frequenzband als
Sinusreize und verschiedene Amplituden enthalten, adaptieren kénnen. Eine An-
derung der Reizfrequenz wurde von den Seitenlinienneuronen auch im adaptierten
Zustand perzipiert. Verhaltensphysiologisch erscheint dies sinnvoll, da die Perzep-
tion von Wasserbewegungen, die durch plétzliche Fluchtbewegungen eines Artge-
nossen verursacht werden, fiir einen Fisch wesentlich wichtiger sein kann als bei-
spielsweise die Perzeption von sich wiederholenden Wasserewegungen, die durch

konstante Schwimmbewegungen erzeugt werden (Blickhan et al., 1992).

Periodisch wiederkehrende hydrodynamische Reize entstehen auch durch die Um-
stromung von Objekten, wie Steine oder Holz. Dabei werden periodisch Wirbel

abgeltst und es entsteht eine sogenannte Karmansche Wirbelstrake ( Vogel, 1996).
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Rheophile Fische kénnen diese Wirbelstrafen fiir energiesparende Schwimmstra-
tegien nutzen (Liao et al., 2003; Liao, 2004, 2006, 2007). Neurophysiologische
Untersuchungen haben gezeigt, dass Seitenlinienneurone die Wirbelablosefrequenz
in ihren Entladungsraten abbilden (Klein et al., 2015). Es wére nun interessant zu
wissen, ob Seitenlinienneurone auf periodische Reize dieser Art auch adaptieren.

Dies soll im Rahmen einer nachfolgende Studie untersucht werden.
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A.1. Medikation

MS-222

Methylsulfonat (Ethyl 3-aminobenzoate methansulfonate) ist ein Muskelrelaxanz
das haufig fiir die Betdubung von Fischen eingesetzt wird. MS-222 blockiert rever-
sibel die spannungsabhangigen Natriumkanile in der Nervenzellmembran. Durch
die Blockade eines Natriumeinstroms wird die Depolarisation der Nervenzelle und
somit das Generieren von Aktionspotentialen verhindert. Das Versuchstier wurde
vor der Praparation der Schidelkapsel mit einer Initialdosis von 0,03 %- MS-222
betdubt. Wiahrend der Priparation wurde das Versuchstier {iber das Beatmungs-

wasser mit einer Folgedosierung von 0,01 %-MS-222 betéubt.

Xylocain

Xylocain (2-Diethylamino-N-(2,6-dimethylphenyl)acetamid) ist ein Lokalanésthe-
tikum aus der Wirkstoffklasse der Lidocaine. Es wird in der Human- und Vete-
rindrmedizin als schnell wirksames Lokalanédstetikum und als Antiarrythmetikum
eingesetzt. Xylocain blockiert reversibel die spannungsabhéngigen Natriumkanile
in den Nervenzellmembranen. Durch die Blockade eines Natriumeinstroms wird ei-
ne Depolarisation der Nevenzelle verhindert und die Erregungsweiterleitung iiber
die Nervenzelle blockiert. Vor der Praparation der Schidelkapsel wurde der Bereich

der spéteren Operationsoffnung mit 25- 50 nl Xylocain lokal anésthesiert.

XVII



A. Appendix

Pancuronium Inresa

Pancuroniumbromid (1,1-(30-173-Diacetoxy-5a-androstan-23,163-diyl)) ist ein Mus-
kelrelaxans des nichtdepolarisierenden Typs. Es wirkt in Konkurrenz mit dem Neu-
rotransmitter Acetylcholin und besetzt die cholinergen Rezeptoren an der motori-
schen Endplatte. Pancuroniumbromid unterbricht die Impulsiibertragung von der
Nerven- auf die Muskelzelle und fiihrt zu einer neuromuskulidren Blockade. Fiir die
Experimente wurden dem Versuchstier 100-150 pl Pancuroniumbromid in einer

1:15 Verdiinnung (Aqua dest.) appliziert.
Ringerlosung

Fiir die Experimente wurde eine Ringelosung fiir Siifwasser Fische (nach Oakley
and Schafer, 1978). In 700 mL Aqua dest. gelost:

Zutat Menge
NaCL 5,902 g
KCl 0,261 g
NaHCOs; 21g
NayHPO, 0,179 g
Tris-Puffer (C4H;1NO3) 0,121 g
MgSO, 0,296 g

Tabelle A.2.: Ringerlésung.

Die Losung mit Aqua dest. auf 750 mL auffiillen und einen pH-Wert von 7,2 ein-
stellen. Anschliefend 0,277 g CaCl, zugeben. Mit Aqua dest. auf 1000 mL auffiillen
und den pH-Wert auf 7,2 einstellen.
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A.2. Kalibrierung der Reize

A.2.1. Ableitungen an primadren Afferenzen
Einfluss der Reizabstiande und Einfluss einer Reizinderung: 70 Hz

Digitale Spannungskurven, mit dem Wegaufnehmer gemessene p-p Auslenkung

und mit dem Hydrophon gemessene Schalldruckamplitude:

{ prmp— T

©
o
@
o

b -

Abbildung A.1.: Digitale Spannungskurven, tatséichlich gemessene Reizampli-
tuden der 100 Hz und 70 Hz Reize.

Die Reize 18-22 einer Reizfolge sind exemplarisch dargestellt (ISI 0 s). Oben: digita-
le Spannungskurven. Mitte: mit dem Wegaufnehmer gemessene p-p Auslenkung. Unten:
mit dem Hydrophon gemessener Schalldruck.

Bei einem Reizabstand von 0 s und einer Abschwichung von 10 dB (46 pm) vibrier-
te der Schwingerreger iiber eine Dauer von drei bis vier Zyklen zu stark, so dass
die Amplitude der ausgegebenen 100 Hz Reize unmittelbar nach der Anstiegsflanke
(125 ms) um ca. 30 % (13,8 pm) erhoht war. Dieser sog. Uberschwinger trat kon-
stant bei allen 21 100 Hz Reizen einer Reizfolge auf. Die Abbildung 5.1 zeigt dies

beispielhaft fiir die letzten fiinf Reize einer Reizfolge. Bei anderen Reizamplituden
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trat kein Uberschwinger auf. Die gemessene p-p Auslenkung (um), die gemessene
Schalldruckamplitude (Pa) und die berechnete Kugelbeschleunigung (m s2) der
prasentierten 100 Hz und 70 Hz Reize ist in Abbildung A. 5.2 dargestellt:

400

300

200

100

p-p Auslenkung (um)

Druck (Pa)
70 il
60
50
40
30 °

20 o

Beschleunigung m s

10 ® ]
°

0 5 10 15 20 25 30

Abschwachung (dB)

Abbildung A.2.: . P-p Auslenkung (pm), Schalldruck (Pa) und Beschleunigung
(ms2) der 100 Hz und 70 Hz Reize.

Oben: P-p Auslenkung (nm) aufgetragen gegen den Schalldruck (Pa). Unten: Berechnete
Beschleunigungsamplituden (m s72) als Funktion der Abschwichung (dB). 100 Hz Reize:
Kreise, 70 Hz Reize: Quadrate.
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0dB | 5dB | 10dB | 15dB | 20dB | 25 dB | 30 dB
Schalldruckamplitude (Pa) 2,5 1,4 0,8 0,45 0,26 0,14 0,1
Beschleunigung (m s2) der 100 Hz Reize | 37 30 18,1 9,8 5,1 2,7 1,5
p-p Auslenkung (nm) der 100 Hz Reize 94 76 46 25 13 7 4
Beschleunigung (m s?) der 70 Reize 66 53 32 17,6 9 5 2,9
p-p Auslenkung (um) der 70 Hz Reize | 344* | 278* | 169 91 48 26 15

Tabelle A.3.: Reizamplituden der 100 Hz und 70 Hz Reize bei verschiedenen Abschwichungen (dB).

Die gemessene p-p Auslenkung (jpm), die gemessene Schalldruckamplitude (Pa) und die berechnete Beschleunigung (m s2)

der genutzten 100 Hz und 70 Hz Reize. Mit * gekennzeichneten Werte wurden extrapoliert.
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Einfluss einer Reizdnderung: 95 Hz

0dB |5dB | 10dB | 15dB | 20dB | 25 dB

Schalldruckamplitude (Pa) 2,3 1,5 0,8 0,42 | 0,28 | 0,16
Beschleunigung (m s?) der 100 Hz Reize | 32 27 16,5 9 5,5 2,7
p-p Auslenkung (pm) der 100 Hz Reize 81 70 42 23 14 7
Beschleunigung (m s?) der 95 Reize 30 24 15 8 5 2,5
p-p Auslenkung (pm) der 95 Hz Reize 84 68 42 23 14 7

Tabelle A.4.: Reizamplituden der 95 Hz und 100 Hz Reize bei Prisentation
von Reizprotokoll 1.
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Reizprotokoll 1: Die gemessene p-p Auslenkung (pm) und die berechnete
Beschleunigung (m s?) der priisentierten 100 Hz und 95 Hz Reize:
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Abbildung A.3.: P-p Auslenkung (pm), und Beschleunigung (m s2) der 100
Hz und 95 Hz Reize bei Prisentation von Reizprotokoll 1.

Oben: P-p Auslenkung (nm) der Reize ist gegen die Abschwichung (dB) aufgetragen.
Unten: Berechnete Beschleunigung (m s2) der Reize ist gegen die Abschwiichung (dB)
aufgetragen. 100 Hz: Raute; 95 Hz: Quadrat.
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Reizprotokolle 2-5

20dB | 25dB | 30 dB | 35 dB | 40 dB | 45 dB
Schalldruckamplitude (Pa) 3,5 2,3 0,85 0,48 0,29 0,17
Reize 1-10 p-p Auslenkung (pm) 100 Hz 128 80 49 29 17 10
Beschleunigung (m s2) 100 Hz | 50,5 | 31,5 19 11 6,5 4
-p Auslenk H 132 1 1
Reize 11-12 Reizprotokoll 2: p-p Auslenkung (um) 95 Hz 5 83 >0 50 ! 0
Beschleunigung (m s?) 95 Hz 47 29.5 18 10,5 6 3,5
-p Auslenk H 4 14 4
Reize 11-12 Reizprotokoll 4: p-p Auslenkung (ym) 95 Hz 58 8 o0 8
Beschleunigung (m s?) 95 Hz 31 17 18 5 3 1,4
-p Auslenk 100 H 44 2 1
Reize 11-12 Reizprotokoll 5: p-p Auslenkung (ym) 100 Hz [ 0 o ) o
Beschleunigung (m s2) 100 Hz | 25 14 9 5 3 1,5

Tabelle A.5.: Reizamplituden der 95 Hz und 100 Hz Reize bei Prisentation von Reizprotokoll 2-5.
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A.2.2. Ableitungen an MON Neuronen

Amplitudenkennlinien

300
m125Hz
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Abbildung A .4.: Auslenkamplitude (pm) als Funktion der Abschwéchung (dB)
fiir verschiedene Reizfrequenzen. Mit * gekennzeichnete Werte wurden extrapoliert.

dB | 12,5 Hz | 25 Hz 50 Hz | 100 Hz

0 | 254* pm | 234 pm | 196 pm | 158 pm
10 | 80 pm 74pm | 62 pm | 50 pm
20 25 pm 23 pm | 19 pm | 15 pm

30 8 pm 7 pm 6 pm 5 pm

40 | 25 ppm | 23 pm | 1.9 pm | 1,5 pm
50 | 0,8 pm | 0,7 pm | 0,6 pm | 0,5 pm

Tabelle A.6.: Auslenkamplitude (pm) als Funktion der Abschwichung (dB)
fiir verschiedene Reizfrequenzen.
Mit * gekennzeichnete Werte wurden extrapoliert.
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Einfluss der Reizabstiande

50 Hz | 100 Hz
Schalldruckamplitude (Pa) 5 5
Auslenkung (pum) 190 109
Beschleunigung (m s72) 18 43

Tabelle A.7.: Schalldruck (Pa), Auslenkamplitude (pm) und Beschleunigungs-
amplitude (m s2) der 50 Hz und 100 Hz Reize.

Einfluss einer Reizdnderung: 95 Hz

Mit dem Wegaufnehmer gemessene p-p Auslenkung:

78 um

0,1s

Abbildung A.5.: Gemessene Auslenkamplitude (pm) der 100 Hz und 95 Hz

Reize.
Die letzten fiinf Reize einer repetitiven Reizfolge (Reize 6-10; 100 Hz) und der 11. Reiz

(95 Hz) sind exemplarisch dargestellt (IST 0,1 s, 15 dB Abschwéchung).
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Die gemessene p-p Auslenkung (um) und die Beschleunigung (m s2) der
prasentierten 100 Hz und 95 Hz Reize:
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Abbildung A.6.: Reizamplituden fiir 100 Hz und 95 Hz Reize.
Oben: P-p Auslenkung (pm) als Funktion der Abschwéichung (dB). Unten: Beschleuni-
gung (m s7?) als Funktion der Abschwiichung. 100 Hz: Quadrat; 95 Hz: Kreis.
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3 10 | 15 | 20

Schalldruckamplitude (Pa) 83 |53 231081
Auslenkung (pm) der 100 Hz Reize 234 | 138 | 78 | 43
Beschleunigung (m s72) der 100 Hz Reize | 92 | 54 | 28 | 17
Auslenkung (pm) der 95 Hz Reize 315% | 170 | 102 | 56
Beschleunigung (m s2) der 95 Hz Reize | 112 | 60 | 36 | 20

Tabelle A.8.: Reizamplituden fiir 100 Hz und 95 Hz Reize.

Mit * gekennzeichnete Werte wurden extrapoliert.

Einfluss repetitiver Rauschreizfolgen

41 ym
RMS Amplitude

0,1s

Abbildung A.7.: Mit dem Wegaufnehmer gemessenes Rauschsignal.

Exemplarisch sind die ersten fiinf Reize einer Rausch-Reizfolge dargestellt. Reizabstand

0,1 s.

Frequenzspektrenanalyse der Rauschreize:

Die Messung der Auslenkamplituden war mit dem kapazitiven Wegaufnehmer nur

bis zu einer Abschwéchung von 15 dB moglich.
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Abbildung A.8.: Frequenzspektrum der Rauschreize fiir
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Abschwichung (dB) 0 5 10 | 15 | 20 | 25 | 30

mittlere RMS Amplitude (V) 1,65 1 0,95 | 0,51 | 0,28
Auslenkung (pm) 238% | 134* | 75% | 41 | 24 | 13 7
Auslenkung (pm) der 100 Hz Sinusreize | 414* | 234 | 138 | 78 | 43 | 24 | 13

Tabelle A.9.: Reizamplituden der Rauschreize und Sinusreize.

Mittlere RMS Amplitude der Rauschreize und die Auslenkung der 100 Hz Sinusreize bei
verschiedenen dB Abschwichungen. Die mit * gekennzeichneten Werte wurden extrapo-

liert.
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A.3. Statistik

A.3.1. Beispielhafte Funktionsverldufe einer 3-P-Log
Ausgleichsfunktion

y= a-b*(Ln(x)+c)
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y= a-b*(Ln(x)+c)

40 -

35 7\
—_

30 +

25

20

15 A

10

1 6 11 16

s (=3 () e 0= () C=5 —Cc=1 c:_O}Qg

Abbildung A.9.: Beispielhafte Verlidufe der genutzten 3P-Log Ausgleichs-
funktion verschiedenen Funktionsparametern.

A.3.2. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test

Die Berechnung der Teststatistik beruht auf der Bildung von Paardifferenzen der
verbundenen Gruppe. Fiir die Berechnung der Paardifferenzen sind nur die Dif-
ferenzen relevant, die ungleich Null sind. Die Absolutwerte der Paardifferenzen
werden in Rénge tiberfiihrt. Bei Bindungen (mehrfaches Auftreten gleicher Rén-
ge) werden gemittelte Rangplitze zugeteilt. Basierend auf den Rangreihen werden
anschliefsend die Rangsummen fiir alle negativen und alle positiven Paardifferen-
zen berechnet. Der Zusammenhang zwischen den beiden Rangsummen ist gegeben
durch:

T+ + T = 771*(72%5—1)

mit n= Anzahl der Paardifferenzen ungleich Null. Der kleinere der beiden Werte
dient als Teststatistik w:

w =min(T;T_)
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A. Appendix

bei Nichtvorhandensein von Mittelwertsunterschieden wird die Teststatistik wie
folgt berechnet:

Ny = n*(z+1)
mit n= Anzahl der Paardifferenzen ungleich Null. Um die berechnete Teststatis-
tik auf Signifikanz zu priifen, wird der berechnete W-Wert mit dem kritischen
Wert der theoretischen W-Verteilung verglichen. Die Nullhypothese des Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Tests besagt, dass der Medianwert der Paardifferenzen der ge-

paarten Variablen gleich Null ist. Ab einem Signifikanzniveau von 0,05 unterschei-

den sich die beiden Variablen nicht signifikant voneinander.

A.3.3. Rangkorrelation nach Spearman

Die Rangkorrelation nach Spearman kann verwendet werden, wenn die Daten nicht
normalverteilt sind und/oder kein linearer Zusammenhang besteht (n >4). Die Da-
ten werden in Rénge iiberfiihrt. Bei Bindungen muss der arithmetischen Mittelwert
der korrespondierenden Rangzahlen gebildet werden. Die Teststatistik:

6 . D?

n
—1_ i=1
rs =1 n(n2-1)

mit D; als Differenzen der Rangzahlen.
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