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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die mechanosensorische Seitenlinie ermoglicht Fischen Wasserbewegungen und
Druckgradienten zu detektieren. Die kleinste funktionelle Einheit der Seitenlinie ist der
Neuromast. Auf der Hautoberfliche sitzen Oberflachenneuromasten und
Kanalneuromasten befinden sich in den Seitenlinienkanélen. Neuromasten sind aus
Haarsinneszellen aufgebaut, die von einer gelartigen Kupula lberzogen sind. Die
Kupula wird durch die mechanischen Krafte der Wasserbewegungen verformt, was zu
einer Auslenkung der Haarsinneszellen fiihrt. Stationdre Objekte in einer Strémung
erzeugen turbulente Verwirbelungen. Bei zylindrischen Objekten erfolgt die
Wirbelbildung oft in stabiler und regelméaRiger Abfolge, sie wird dann Ké&rmansche
Wirbelstralle genannt. Charakteristisch ist die Abfolge der Wirbel, die sich abwechselnd
von jeder Seite eines umstromten zylindrischen Objektes mit entgegengesetztem
Drehsinn ablésen. Die Wirbelinformationen kénnen von Fischen beispielsweise fir eine
effiziente Lokomotion in einer Stromung, das Aufspiren von Artgenossen, Beute und
das Verfolgen hydrodynamischen Spuren genutzt werden. Elektrophysiologische
Untersuchungen mit WirbelstraBen erfolgten bisher meist mit einer maoglichst
ungestorten und intensiven Stimulation, die durch vergleichsweise nah am Fisch
positionierte Zylinder erreicht wurde. Die vorliegende Arbeit hat die Sensitivitadt von
MON Neuronen auf eine Verénderung des Abstands zwischen Fisch und Zylinder in
Stromungsrichtung untersucht und gezeigt, dass MON Neurone mit einer Abnahme ihrer
Spikerate reagieren konnen. Die relative Peakamplitude der aufgezeichneten MON
Neuron Population féallt mit steigender Zylinderdistanz signifikant ab. Das natiirliche
Habitat der Fische wird vermutlich fast immer von abiotischen und/oder biotischen
Quellen beeinflusst. Fische missen jedoch zu jeder Zeit in der Lage sein, wichtige
Informationen innerhalb eines komplexen Umfeldes herauszufiltern. Aus diesem Grund
befasst sich ein weiterer Teil dieser Arbeit mit der Wahrnehmung von
hydrodynamischen Reizen in turbulenter Stromung. Es wurde gezeigt, dass MON
Neurone auch unter turbulenten Strémungsverhaltnissen Informationen einer

Wirbelstralle abbilden kdnnen.
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Einleitung

1 Einleitung

Die mechanosensorische Seitenlinie ermdéglicht Fischen und einigen aquatisch lebenden
Amphibien Kkleinste Wasserbewegungen und Druckgradienten zu detektieren
(Bleckmann, Mogdans, Engelmann, Krother, & Hanke 2004). Sie ist essentiell fur die
Wahrnehmung ihrer hydrodynamischen Umwelt und stellt die Grundlage fur eine
Vielzahl von Verhaltensweisen dar (Bleckmann 1993). Das Seitenliniensystem
ermoglicht Fischen das Navigieren und das Aufspiren von Invertebraten und
Vertebraten (Vogel & Bleckmann 1997). Dariber hinaus nutzen Fische die Seitenlinie,
um Rdaubern auszuweichen, zur Schwarmbildung und innerartlichen Kommunikation,
zur Rheotaxis und um ihre Position in einer Stromung zu halten (Bleckmann 1994; Liao
2007).

1.1 Das periphere Seitenliniensystem

Die kleinste funktionelle Einheit der Seitenlinie ist der Neuromast. Es gibt zwei Typen
von Neuromasten: Oberflachenneuromasten (ON), die sich frei auf der Haut von Kopf,
Rumpf und Schwanzflosse des Fisches befinden, und Kanalneuromasten (KN), die sich
in Seitenlinienkanélen befinden. Obwohl ON und KN unterschiedliche Stimulustypen
detektieren, teilen sie eine gemeinsame Basisstruktur (Abb. 1.1). Sie sind aus
Haarsinneszellen aufgebaut, die von einer gelartigen Kupula Uberzogen sind. Die
Kupula kann verschiedene Eigenschaften (z.B. GrolRe, Form oder Festigkeit) je nach
Kdorperregion und/oder Spezies haben (Webb 2014). Wahrend ON aus dutzenden
Haarsinneszellen bestehen kdnnen, konnen KN bis zu mehrere tausend Haarsinneszellen
haben (Bleckmann et al. 2004). Jede Haarsinneszelle tragt ein einzelnes, apikal
liegendes Kinozilium und eine Vielzahl von Stereovilli, die mit groRerem Abstand zum
Kinozilium Kkleiner werden (Abb. 1.1). Jeder Neuromast besteht aus zwei
entgegengesetzt angeordneten Populationen von Haarsinneszellen, die parallel zu
Hauptachse des Neuromasts ausgerichtet sind. Diese Anordnung bewirkt eine
bidirektionale Sensitivitat eines jeden Neuromasts. ON auf dem Rumpf des Fisches sind

meist parallel oder senkrecht zur Langsachse des Fisches ausgerichtet. Somit erfolgt die
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Stimulusdetektion vorwiegend entlang der rostro-caudalen Achse des Fisches (Schmitz
et al. 2008).

Kinocilium

Stereovilli

afferente
Nervenfasern

Haarsinneszell-
populationen

i
H

/\ Druckunterschied
P P
’ E 1 = 2

P A g

\
I

Abb. 1.1: Aufbau und Funktion von Neuromasten. A: Detailansicht eines ausgelenkten Neuromasten
mit zwei entgegengesetzt ausgerichteten Haarsinneszellpopulationen (grau und weif3 dargestellt). Eine
Auslenkung der Stereovilli in Richtung des Kinoziliums bewirkt eine Depolarisation des
Rezeptorpotentials (graue Population), eine entgegengesetzte Auslenkung eine Hyperpolarisation
(weiBe Population). Afferente Nervenfasern leiten die jeweiligen Informationen zum ZNS. B:
Oberflachenneuromasten  sitzen  frei auf der  Fischoberfliche und  messen  die
Geschwindigkeitskomponente der Stromung. C: Kanalneuromasten reagieren auf die Fluidbewegung
innerhalb des Seitenlinienkanal, welche durch einen Druckunterschied zwischen zwei Poren erzeugt
wird. Die Fluidbewegung erfolgt in Richtung des geringeren Drucks. Verandert nach Herzog 2016.

Die Haarsinneszellen werden von afferenten und efferenten Nervenfasern innerviert.
Erstere innervieren stets einzelne KN, kdnnen jedoch mehrere nahe beieinanderliegende
ON gleichzeitig innervieren. Innerhalb eines Neuromasten innervieren afferente
Nervenfasern nur Haarsinneszellen gleicher Orientierung (Abb. 1.1) (Engelmann et al.
2002). Wasserbewegungen bewirken eine Verformung oder Bewegung der Kupula, die
zu einer Auslenkung der Stereovilli fuhrt. Eine Auslenkung in Richtung zum Kinozilium
bewirkt eine Depolarisation, eine entgegengesetzte Auslenkung eine Hyperpolarisation

des Membranpotentials.
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ON und KN messen unterschiedliche Komponenten der Wasserbewegungen. ON
nehmen die Wasserbewegungen direkt war, da sie sich frei auf der Kérperoberflache des
Fisches befinden. Sie antworten proportional zur Geschwindigkeit der
Wasserbewegung. Nahe der Oberflache des Fisches entsteht aufgrund der Viskositét des
Wassers eine Grenzschicht, in der das Wasser langsamer fliel3t als auferhalb der
Grenzschicht. Diese Grenzschicht wirkt wie ein Hochpassfilter, der die Antwort auf
niederfrequente Stimuli abschwécht (McHenry et al. 2008). Weiterhin entsteht ein
Tiefpassfilter durch das Ubertragen des Stimulus vom Fluid auf die Kupula des
Neuromasten, wobei die mechanischen Eigenschaften der Kupula malgeblich
entscheidend sind (McHenry and van Netten 2007). Zusammengenommen entsteht
durch die physikalischen Eigenschaften von Fluid, Fisch und Rezeptor ein
Bandpassfilter, der den Arbeitsbereich von ON zwischen >1 Hz und ca. 150 Hz definiert
(Bleckmann 2008).

Im Gegensatz zu ON erfolgt die Detektion bei KN indirekt. KN befinden sich in
Seitenlinienkanalen, die geschlossene Rohren unterhalb der Fischoberflache bilden. Die
Verbindung zum umgebenden Wasser besteht aus einzelnen Poren, wobei sich ein KN
jeweils zwischen zwei Poren befindet. Der Kanal selbst ist mit einer viskosen Flussigkeit
gefillt, die sich unabhangig von der Stromungsgeschwindigkeit des umgebenden
Wassers bewegt. Jedoch erzeugt eine Beschleunigung des Wassers Druckgradienten
zwischen zwei Poren, was eine Bewegung des Kanalfluids in Richtung des geringen
Drucks und damit eine Auslenkung der Kupula des KN bewirkt. KN messen also auch
Geschwindigkeiten, wobei die Geschwindigkeit des Kanalfluids proportional zur
Beschleunigung des umgebenden Wassers ist. Im Gegensatz zu der langen Kupula eines
ON st die Kupula eines KN sehr kurz und verhalt sich als schwingender Kérper. Die
Kombination der hydrodynamischen Eigenschaften der Seitenlinienkanéle und der KN-
Kupula fungiert als Tiefpassfilter fiir Druckgradienten zwischen zwei Kanalporen und
bewirkt eine konstante Sensitivitét fur Wasserbeschleunigungen (van Netten 2006).

1.2 Das zentrale Seitenliniensystem

Primare afferente Seitenlinienfasern transportieren die sensorischen Informationen der
Haarsinneszellen zum  zentralen  Nervensystem  (ZNS). Aufgrund ihrer

Antworteigenschaften koénnen Typ 1 und Typ 2 Fasern unterschieden werden.

11
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Ableitungen am posterioren Seitenliniennerv  (PLLN) unter Still- und
FlieRwasserbedingungen haben gezeigt, dass Typ 1 Afferenzen

| |
Mesencephalon | Myelencephalon| Riickenmark

|
A Telencephalon |
I |
|
|

|
|
|

|
|
|
|
|
|

rostral kaudal

B

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

ventral

dorsal

medial

Abb. 1.2: Anatomischer Aufbau des ZNS und des MON. Aufsicht (A) und seitliche Ansicht (B) eines
Rotfeder Gehirns mit einer Einteilung in Telencephalon, Mesencephalon, Myelencephalon und
Rickenmark. Zur Verdeutlichung wurde das Foto in eine schematische Darstellung Ubertragen. Die
Position des MON wird durch die schwarzen Sterne markiert. C: Hirnstamms eines Goldfischs (C.
auratus). Links: Cresyl-violett geférbter Querschnitt. Rechts: schematische Darstellung dieses
Querschnittes mit Teilgebieten des MON. ML - Molekularschicht (Molecular Layer), TZ -
Ubergangsschicht (Transitional Zone), CCL - Crestzellschicht (Crest Cell Layer), DNp - tiefe
Neuropilschicht (Deep Neuropil Layer), PLLn - posteriorer Seitenliniennerv (verdndert nach New et al.
1996 und Herzog 2016)
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ON innervieren, wahrend Typ 2 Afferenzen KN innervieren (Engelmann et al. 2002).

Die Informationen der Seitenlinie werden wvon mindestens drei einzelnen
Seitenliniennerven, die hauptsachlich in die Medulla oblongata projizieren, fortgeleitet:
dorsaler und ventraler kopfinnervierender Seitenliniennerv (ALLN) und der

rumpfinnervierende Seitenliniennerv (PLLN) des Fischkdorpers.

Afferente Nervenfasern der Seitenlinie enden im medialen oktavolaterelan Nukleus
(MON) der Medulla. Dieser Nukleus stellt die erste Verarbeitungsstation der
sensorischen Informationen in der aufsteigenden Seitenlinienbahn dar (Wullimann and
Grothe 2013). Der MON liegt in der dorsolateralen Medulla (Abb. 1.2). Nach New et al.
(1996) lasst sich der MON in ein tiefes Neuropil (DNp), eine Crestzellschicht (CCL),
eine Molekularschicht (ML) und eine Ubergangszone (TZ) zwischen CCL und ML
einteilen (Abb. 1.2, C). Im DNp findet die Verschaltung der priméren Afferenzen auf
zentrale Neurone statt, wobei die Soma und Axone der zentralen Neurone tberwiegend
in der CCL liegen. Die Axone dieser Neurone verlassen den MON und projizieren
Uberwiegend in den kontralateralen Torus semicircularis (TS) und von dort Uber das

Diencephalon in spezialisierte Kerngebiete des Telencephalons.

Im Vergleich zu primaren Afferenzen zeigen zentrale Seitenlinienneurone im MON eine
geringere Spontanaktivitat (Coombs, 1998) und ein hoheres Mall an Adaptation.
Waihrend primére Seitenlinienafferenzen auf einen Reiz mit einer Erhéhung der
Spikerate reagieren (Gorner 1963), kénnen MON Neurone auf einen Reiz sowohl mit
einer Erhdhung als auch mit einer Verringerung ihrer Spikerate reagieren (Krother et al.
2002; Kunzel et al. 2011). Im Gegensatz zu primdren Afferenzen reagieren viele MON
Neurone weniger sensitiv auf einen Stimulus, der mit einer vibrierenden Kugel (Dipol
Stimulus) erzeugt wurde (Coombs et al. 1998; Kiinzel et al. 2011).

Es gibt mindestens zwei Typen von MON Neuronen: Stromungssensitive und
stromungsinsensitive MON Neurone. Es ist wahrscheinlich, dass erstere von ON
innerviert werden (Typ | Fasern), wohingegen letztere von Typ Il Fasern innerviert
werden, die KN-Informationen Gbermitteln (Engelmann et al. 2002).

Eine mdogliche Funktion des MON ist das Filtern von selbst induziertem
hydrodynamischem Rauschen durch eigene Bewegungen oder die Atmung des Fisches
(Montgomery and Bodznick 1994; Webb et al. 2008).

13
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1.3 Hydrodynamische Wahrnehmung und Verarbeitung

Far Untersuchungen der Seitenlinie und deren neuronaler Informationsverarbeitung
wurden Fische verschiedener Arten in der VVergangenheit grofitenteils mit sinusférmigen
Wasserbewegungen, die von einer vibrierenden Kugel generiert wurden, oder mit
kleinen Objekten, die seitlich am Fisch vorbei bewegt wurden, stimuliert (Reviews:
Bleckmann & Mogdans, 2014; Bleckmann, 2008). In der natiirlichen Umgebung sind
Wirbel ein biologisch relevanter Stimulus, dem sowohl limnophile als auch rheophile
Fische ausgesetzt sind.

1.3.1 Karmansche Wirbelstralle

Wann immer eine Wasserstromung ein stationares Objekt, wie beispielsweise Steine
oder Aste, umstromt, entstehen turbulente Verwirbelungen. Handelt es sich um ein
zylindrisches Objekt, entstenen dabei im Allgemeinen vier bestimmte Mikro-Habitate:
gleichmaRige Stromung (uniform flow), Bugwelle (bow wake), Zog Region (suction
region) und Wirbelstrale (Liao 2007a). Erfolgt die Wirbelbildung in stabiler und
regelmaRiger Abfolge, wird die Wirbelstrae Karméansche WirbelstraRe (KVS) genannt.
Die KVS wird durch die Abfolge der Wirbel, die sich abwechselnd von jeder Seite eines
umstrémten zylindrischen Objektes mit entgegengesetztem Drehsinn abldsen,
charakterisiert. Zylinder, die der Lange nach halbiert wurden (D-Zylinder), beglinstigen
eine scharfe Wirbelablosung (Blevins 1990). Die Wirbelbildung ist au3erdem abhéngig
von der Reynolds Zahl (Re), welche die Stromungseigenschaften, wie zum Beispiel den
Wechsel von laminarer zu turbulenter Strémung, beschreibt. Die Reynolds Zahl wird
definiert durch die Stromungsgeschwindigkeit, den Rohrdurchmesser und die Dichte
und Viskositat des Wassers (siehe Formel 2.1). Bei Re > 140 entsteht eine KVS, es l6sen

sich hinter einem Zylinder abwechselnd Wirbel mit entgegengesetztem Drehsinn ab.

Die Frequenz, mit der sich die Wirbel ablésen, wird Wirbelablésefrequenz (englisch:
vortex shedding frequency, VSF) genannt. Die VSF ist eine Funktion der Strouhal Zahl
(St), dem Durchmesser des zylindrischen Objektes und der Stromungsgeschwindigkeit
(Vogel 1996; siehe Formel 2.2). Die Strouhal Zahl ist abh&ngig von der Reynolds Zahl
und bleibt bei Re > 150 nahezu konstant (St=0,2; Vogel 1996). Folglich kann die VSF
entweder durch Veranderung des Objektdurchmessers oder durch Veranderung der

Stromungsgeschwindigkeit variiert werden. Allerdings lasst sich eine Veranderung der
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Wellenlange, die WirbelgrélRe und —abstand beschreibt, nur durch Verdnderung des
Objektdurchmessers erreichen (Liao 2003).

1.3.2 Nutzen von Wirbelinformationen

In einer Stromung zeigen Wirbel die Existenz eines stromaufwérts befindlichen
Objektes an (Liao 2007). Ist die Stromungsgeschwindigkeit bekannt, l&sst sich tber die
Wirbelabldsefrequenz (VSF) die GroRe des die Wirbel erzeugenden Objektes ermitteln
(Klein and Bleckmann 2011). Dartiber hinaus koénnen rheophile Fische
Wirbelinformationen fir eine effiziente Lokomotion in einer Strémung nutzen (Liao
2007; Przybilla et al. 2010). Sowohl im Still- als auch im FlieBwasser hinterlassen
wellenférmig schwimmende Fische stets Wirbel. Diese Wirbel enthalten nicht nur
Informationen Uber die Schlagfrequenz des Fischs, sondern auch U(ber dessen
Schwimmgeschwindigkeit und Schwimmrichtung (Hanke et al. 2000; Hanke &
Bleckmann 2004). Demzufolge konnen Tiere, die Wirbeln begegnen, die
Wirbelinformationen flir das Aufsplren von Artgenossen (Breder 1965), Beute
(Pohlmann et al. 2004; Dehnhardt et al. 2014) und das Verfolgen hydrodynamischen
Spuren nutzen (Dehnhardt et al. 2001; Pohlmann 2004).

1.3.3 Physiologische Untersuchungen

Angesichts der groRen Bedeutung von Wirbeln fur das Verhalten der Fische wurde
begonnen, die Wahrnehmung und Verarbeitung von Wirbeln auch physiologisch zu
untersuchen, indem zunéchst von priméaren Afferenzen abgeleitet wurde. Dabei erfolgte
die Stimulation entweder durch einen einzelnen Wirbelring (Chagnaud et al. 2006) oder
mit Wirbeln, die mit Hilfe eines stromaufwarts angebrachten Zylinders erzeugt wurden
(Chagnaud et al. 2007a; Klein et al. 2015). Seitenlinienafferenzen kénnen sowohl auf
die Stimulation mit einer Wasserstromung (Voigt et al. 2000), als auch auf Wirbel, die
sich mit der Hauptstromung bewegen (Chagnaud et al. 2007a), mit einer erhohten
Spikerate reagieren. Dartber hinaus kodieren sie die Richtung von Wasserbewegungen
innerhalb eines Wirbelrings (Chagnaud et al. 2006). Stimuliert man die Seitenlinie mit
einer Wirbelstralle, gipfelt die Frequenz der Pulsfolge der Spikes bei der
Wirbelablésefrequenz (Chagnaud et al. 2007a).
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Im Gegensatz zu priméren Afferenzen kénnen MON-Neurone entweder mit einer
Erhohung oder einer Erniedrigung ihrer neuronalen Aktivitat auf eine Wasserstromung
reagieren (Chagnaud et al., 2008). Viele MON-Neurone reagieren auf die Wirbel, die
von einem stromaufwarts vorhandenen Zylinder erzeugt wurden (Klein et al. 2015). In
bisherigen Studien wurden Zylinder mit unterschiedlichen Durchmessern verwendet,
um Karménsche WirbelstraBen zu erzeugen (Klein et al. 2015). Bei konstanter
FlieRgeschwindigkeit haben KVS, die durch Zylinder mit unterschiedlichem
Durchmesser erzeugt wurden, verschiedene VSF. Dies flhrt zu unterschiedlichen
neuronalen Antworten. Darlber hinaus wurde die Position des Zylinders senkrecht zur
Stromungsrichtung variiert, um zu untersuchen, ob und wie eine Positionsveranderung
die neuronalen Antworten verandert. Sowohl primare Afferenzen (Chagnaud et al.
2007a) als auch medullare Seitenlinienneurone (Klein et al. 2015) reagierten besonders

stark, wenn der duReren Rand der Wirbelstralle genau auf die Flanke des Fischs traf.

Alle weiter oben zitierten Arbeiten, die das Antwortverhalten von primaren
Seitenlinienafferenzen oder MON-Neuronen beschreiben, wurden unter idealisierten
Laborbedingungen durchgefihrt. Fir FlieRwasserversuche wurde das Wasser vor und
hinter dem Versuchsbereich durch Kollimatoren geleitet, um Turbulenzen auf ein
Minimum zu reduzieren (Chagnaud et al. 2007a; Yang et al. 2011; Klein and Bleckmann
2011; Klein et al. 2015). Innerhalb von diesem quasi-laminaren Strémungsfeld befand
sich der Zylinder in der Regel vergleichsweise nah vor dem Fisch, sodass eine moglichst
ungestorte und intensive Stimulation durch die entstehende Wirbelstralle erfolgen
konnte. Die Sensitivitdt von MON Neuronen auf eine Verénderung des Abstands
zwischen Fisch und Zylinder in Strémungsrichtung wurde bislang noch nicht

beschrieben und soll daher in dieser Arbeit genauer untersucht werden.

1.4  Turbulente Stromungen

Im natirlichen Habitat der Fische kommen die oben beschriebenen idealisierten
Laborbedingungen nicht vor. Das Stromungsfeld wird vermutlich fast immer von
abiotischen und/oder biotischen Quellen verandert. Die Fische missen jedoch zu jeder
Zeit in der Lage sein, wichtige Informationen innerhalb eines komplexen Umfeldes
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herauszufiltern. Aus diesem Grund befasst sich ein weiterer Teil dieser Arbeit mit der
Wahrnehmung von hydrodynamischen Reizen in turbulenter Stromung.

1.4.1 Turbulenzerzeugung und -eigenschaften

Paradoxerweise werden Gitter in Strdmungsuntersuchungen sowohl fir die Erzeugung
als auch fur die Reduzierung von Turbulenzen verwendet (Roach 1986). Unabhangig
vom gewinschten Effekt entsteht zwanglaufig ein Druckabfall entlang des Gitters,
welcher die Effektivitat der Installation limitiert. Die Beschreibung dieses Druckabfalls,
sowie der stromabwaérts-Turbulenzen ist somit besonders wichtig flr das zweckmaRige

Nutzen des Gitters.

Platziert man ein Gitter in eine gleichgerichtete Stromung, lasst sich der Effekt des
Gitters auf die Stromung aufteilen: einen Manipulationseffekt und einen Welleneffekt
(Roach 1986). Wéahrend durch den Manipulationseffekt Turbulenzen stromaufwarts des
Gitters verstarkt oder abgeschwécht werden, erzeugt der Welleneffekt turbulente
Energie im stromabwarts liegenden Stromungsfeld. Diese beiden Effekte interagieren in
komplexer Weise miteinander und erzeugen ein homogenes und isotropes stromabwarts-
Stromungsfeld. Die erzeugte Turbulenzenergie klingt schnell ab, wobei die GroRe der
Verwirbelungen mit steigender stromabwaérts-Distanz zunimmt. Die erzeugte turbulente
Energie verhdlt sich direkt proportional zum Druckabfall Giber das Gitter (Roach 1986).
Roach beschreibt weiterhin einige potentielle Probleme, die bei der Turbulenzerzeugung
mit einem Gitter auftreten konnen, beispielsweise die Gittergrofie oder Gittergeometrie,
die Entstehung von Grenzschichten am Gitter oder an den Kanalwénden oder die
Rauheit der Gitteroberflache. Die Strémung kann erst nach einer bestimmten Distanz,
die abhangig von Maschenweite und Durchmesser ist, als homogen angesehen werden
(Roach 1986; Uijttewaal and Jirka 2003).

Eine Alternative zu Gittern mit kreuzférmigen Maschen sind nebeneinander
positionierte und vertikal ausgerichtete Zylinder. Diese kdnnen in verschiedenen
Kombinationen genutzt werden, um ein turbulentes Stromungsfeld zu erzeugen
(Uijttewaal & Jirka 2003; Kerr et al. 2016; Stewert et al. 2016). Hinter jedem Zylinder
entstehen WirbelstralRen, die sich weiter stromabwarts miteinander verbinden und

grol3flachige Verwirbelungen bilden kdénnen. Dabei ist das Auflésen der Wirbel mehr
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vom Zylinderdurchmesser als vom Abstand zwischen den Zylindern abhéngig
(Uijttewaal & Jirka 2003).
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2 Material & Methoden

2.1 Elektrophysiologische Ableitungen von MON-Neuronen

2.1.1 Versuchstiere

Fir die Experimente wurden 48 Rotfedern, Scardinius erythrophthalmus, mit einer
Korperlange von 6 — 12 cm verwendet. Die Fische wurden bei regionalen Handlern
erworben und in 3001 Frischwasseraquarien gehalten (Tag-Nacht-Zyklus 12:12
Stunden). In jedem Aquarium befanden sich eine Versteckmdglichkeit und eine

Filterpumpe. Die Fische wurden téglich gefuttert.

2.1.2 Versuchsvorbereitung und Praparation

Eine Rotfeder wurde vorsichtig mit einem groRen Becherglas gefangen, um die
Seitenlinie vor moglichen Verletzungen durch einen Kescher zu schiutzen. Der Fisch
wurde mit Tricain Methansulfonat (MS-222; ¢ = 2.5 %; V=2.5-4.5ml in 500mI Wasser)
betdubt. Durch eine beidseitige Injektion von Pancuroniumbromit (Inresa Arzneimittel
GmbH Freiburg; v =100-250 pl; Verdinnung 1:10) in die lateralen Muskeln kurz
unterhalb der Rickenflosse wurde der Fisch immobilisiert. Der Fisch wurde danach mit
zwei Schrauben an einem Edelstahl-Fischhalter, welcher ebenfalls fir die kinstliche
Beatmung mit Frischwasser genutzt wurde, befestigt. Die Epidermis des kaudalen Teils
des Kopfes wurde mit Bupivacain (Jenapharm mibe GmbH Arzneimittel Brehna;
v = 150-250 ul; ¢ = 0.5 %) o6rtlich betiubt. Der restliche Korper des Fisches wurde mit
einem feuchten Tuch bedeckt, um eine Austrocknung zu vermeiden. Es wurde ein
kleines Loch in den Schadel gebohrt (Proxon Micromot 50/E), mit einer feinen Schere
vergroRert und Fettgewebe entfernt, um den Hirnstamm freizulegen. Das Cerebellum
wurde leicht nach rostral verschoben und dort mit einem Stiickchen Watte zwischen dem
Cerebellum und dem Schdadel fixiert. Anschliefend wurde ein Gelatine-Schwamm
(Gelastypt resorbable haemostatic Gelatine-Schwamm, Ferrosan Medical Devices A/S)
genutzt, um die Schadel6ffnung voribergehend zu verschlielen. Wahrend der gesamten
Préparation wurde frische Ringerlésung (Zusammensetzung nach Hofmann 2010)
wiederholt aufgetragen, um das Gehirn feucht und in einem physiologischen Zustand zu
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halten. Ein Plastikzylinder (Durchmesser: 12 mm) wurde auf den Schédel geklebt
(Pattex Ultra Gel; Henkel), um die Schadel6ffnung vor dem Eindringen von Wasser zu
schutzen und gleichzeitig das vollstandige Untertauchen des Fisches wéhrend des
Experiments zu ermdglichen. Nachdem der Kleber ausgehértet war, wurde der Gelatine-
Schwamm entfernt, ein Faden an der Schwanzflosse des Fisches befestigt und der Fisch

in den Versuchsaufbau tberfihrt.

2.1.3 Versuchsaufbau

Ein selbstgebauter ringférmiger Flielwassertank (Abb. 2.1) (Abmessungen: 90 cm x
60 cm) mit einem Arbeitsbereich (Breite = 15 cm, Lange= 45 cm; Ho6he =13 cm) im
vorderen Teil wurde fur die Versuche benutzt. Der FlieRwassertank wurde mit
Gummipuffern auf einem Grundgestell befestigt. In der Mitte des Grundgestells befand
sich ein luftgefederter Tisch (Technical Manufacturing Corporation TMC Peabody MA
USA). Die Wasserstromung wurde mit einem Propeller, der sich auf der gegenuber
liegenden Seite des Arbeitsbereichs befand und ebenfalls am Grundgestellt befestigt
war, erzeugt. Der Motor des Propellers wurde mit einem Netzteil (Voltcraft
Labornetzgerdt TNG 235) gesteuert, welches auch fiir die kunstliche Beatmung des
Fischs wahrend des Experiments genutzt wurde. Die Aufnahmeelektrode
(Metallelektrode nach Dowben and Rose, 1953) und ein Vorverstarker (DAMB80 Probe)
wurden auf einem dreiachsigen Mikromanipulator (HS-6 manual, Helmut Saur
Laborbedarf) befestigt. Ein chlorierter Silberdraht (Durchmesser 2mm), der in der Nahe
des Fischs ins Wasser eintauchte, diente als Referenzelektrode. Der Mikromanipulator
und die Haltung des Fisches wurden auf dem luftgefederten Tisch positioniert. Der Fisch
wurde 1 — 1,5 cm unterhalb der Wasseroberflache mit dem Maul entgegen der Stromung
im Arbeitsbereich positioniert. Der Arbeitsbereich wurde stromaufwérts und
stromabwaérts von zwei Kollimatoren begrenzt, um eine vergleichbare Wasserstromung
zu erzeugen. Um passive Bewegungen des Fisches durch die Strémung oder die
Stimulation zu vermeiden, wurde der Fisch mit einem Faden fest fixiert. Mit Ausnahme
des Arbeitsbereichs wurden alle Bereiche des FlieBwassertanks mit Plastikplatten und

Schwammmatten bedenkt, um Oberflachenwellen zu reduzieren.
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Abb. 2.1: Experimentelle Bedingungen A: Aufsicht des Rundstromungstanks. Zur
Vermeidung von Oberflachenwellen wurde der GroRteil des Kanals mit Kunststoffplatten und
Filterschwdmmen abgedeckt (grau markiert). Der Fisch wurde mit dem Kopf in Richtung der
Stromung im Versuchsbereich, der von zwei Kollimatoren zur Generierung laminarer
Stromungsverhaltnisse eingeschlossen wurde, positioniert. B: Aufsicht des Versuchsbereichs
der ersten Versuchsreihe, bei der der Zylinder an 9 verschiedenen Positionen présentiert wurde
(minimaler Abstand 10cm, maximaler Abstand 24cm; lateraler Abstand 3cm). C: Aufsicht des
Versuchsbereichs der zweiten Versuchsreihe. Turbulente Strémungen wurden durch ein
Kreuzgitter (D, frontale Ansicht; M=15mm, g=10mm, d=5mm,) oder ein Zylindergitter (E,
frontale Ansicht; M=35mm,d=16mm,), welche jeweils entweder mit 18cm (ps) oder 24cm (ps)

>

Stromungsrichtung

—

Abstand zum Fisch positioniert wurden, erzeugt. Verandert nach Herzog 2016.

e |
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2.1.4 Elektrophysiologische Ableitungen

Fur die elektrophysiologischen Ableitungen von einzelnen MON-Zellen (nachfolgend
als Unit bezeichnet) wurden selbst hergestellte metall-gefiillte Mikroelektroden
(Dowben and Rose, 1953) mit Widerstanden zwischen 0,5 und 1,5 MQ verwendet (Glas
GB150F-8P, Science Products; horizontal Puller P-97, Sutter instruments, Parameter:
HEAT =560, PULL =5, VEL = 70, TIME = 240, fur Ramp = 556). Alle Ableitungen
wurden verstarkt (1000x, DAM®80), gefiltert (50Hz Kerbfilter), akustisch
wiedergegeben, analog-digital gewandelt (CED Power 1401, 10 kHz), mit der Software

Spike2 (Version 7.02) aufgenommen und fir eine offline Auswertung gespeichert.

Alle Antworten wurden, bezogen auf den Reiz, im ipsilaterale Myelencephalon
abgeleitet. Alle Units wurden bei eingeschalteter Wasserstromung auf ihr
Antwortverhalten gepriift. Eine Pipette wurde benutzt, um Test-Stimuli zu erzeugen. Die
Pipette wurde entweder seitlich am Fisch entlang bewegt oder es wurden mit Hilfe der
Pipette schwache, auf den Fisch gerichtete Wassersstrome, erzeugt. Die Pipette wurde
auBerdem dazu benutzt, das rezeptive Feld einer Unit grob zu bestimmen. Units, die
nicht auf die Strdmung oder die Test-Stimuli reagierten, wurden nicht weiter untersucht.
Reagierte eine Unit auf die Test-Stimuli, wurde gepriift, ob die Unit auch das
auditorische und/oder vestibulare Reize (Klopfen an die Wand des Tanks, Klatschen)

antwortete. War dies nicht der Fall wurde das Reizprotokoll gestartet.
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2.1.5 Stimulation

Stromungsgeschwindigkeit und Karmansche Wirbelstralie

Karmansche Wirbelstralen wurden mit einem D-férmigen Halbzylinder (nachfolgend
als Zylinder bezeichnet; Durchmesser 2 cm) erzeugt. Die Wirbelbildung ist abhangig
von der Reynolds Zahl (Re), welche die Stromungseigenschaften, wie zum Beispiel den
Wechsel von laminarer zu turbulenter Stromung, beschreibt. Die Re wird definiert durch
die Stromungsgeschwindigkeit, den Rohrdurchmesser und die Dichte und Viskositat des
Wassers (siehe Formel 2.1). Bei Re > 140 entsteht eine KVS, es l6sen sich hinter einem
Zylinder abwechselnd Wirbel mit entgegengesetztem Drehsinn ab. Die Reynolds Zahl

kann nach Formel 2.1 berechnet werden.

pxIxU 1IxT

Re =

n %

(2.1)

Re = Reynolds Zahl
p =  Dichte von Wasser (0.998 kg*m=)
1 = charakteristische Lange (Trankbreite: 15cm)
U = mittlere Strdmungsgeschwindigkeit
n = dyamische Viskositat von Wasser (1.002 Pa*s3)
v = kinematische Viskositat von Wasser (0,0000159 m?/s)

Die VSF ist eine Funktion der Strouhal-Zahl (St), dem Durchmesser des zylindrischen
Objektes und der Stromungsgeschwindigkeit (Vogel 1996;) und wurde nach Formel 2.2

berechnet.
VSF = Stx U,
B d
(2.2)
VSF = Wirbelabltsefrequenz
St = Strouhal Zahl (0,2 bei Re > 150)
U, = tatsachliche Stromungsgeschwindigkeit (P1V: 13.5 cm/s)
d = Objektdurchmesser (2cm)
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Die Strouhal-Zahl ist abhéngig von der Reynolds-Zahl und bleibt bei Reynolds-Zahlen
> 150 nahezu konstant (St=0,2; Vogel 1996). Folglich kann die VSF entweder durch
Verdnderung  des  Objektdurchmessers  oder  durch  Veranderung  der
Stromungsgeschwindigkeit variiert werden. Die Wellenlénge, die WirbelgroBRe und —
abstand beschreibt, kann nach Formel 2.3 berechnet werden. Eine Veranderung kann
nur durch die Veranderung des Objektdurchmessers erreicht werden (Liao 2003).

= 2
f

(2.3)

A = Wellenlange
v = Strdmungsgeschwindigkeit
f

= Frequenz

Turbulente Stromungen

Fur die Erzeugung eines turbulenten Stromungsfeldes wurden ein Kreuzgitter (KG) und
ein Zylindergitter (ZG) verwendet (Abb. 2.1, C,D,E). Das KG hatte eine GittergroRe
(M) von 15mm, eine Gitterdicke (d) von 5mm und einen Abstand zwischen einzelnen
Gitterstreben (g) von 10mm (Abb. 2.1, D). Die Durchlassigkeit des KG lasst sich nach

Formel 2.4 berechnen.

d 2
= (-3
(2.4)
B = Durchléssigkeit
d = Gitterdicke
M = GittergroRe
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Fur das ZG wurden vier Zylinder mit einem Durchmesser (d) von 15mm verwendet. Der
Abstand zwischen den einzelnen Zylindern (g) betrug 20mm und die GittergroRe (M)
35mm (Abb. 2.1, E). Die Durchlassigkeit des ZG l&sst sich nach Formel 2.5 berechnen.

(2.5)

B = Durchlassigkeit
d = Gitterdicke
M = GittergroRe

KG und ZG wurden mit einem Abstand von 18cm oder 24cm stromaufwarts zum Fisch
positioniert. Wurden KG oder ZG verwendet, betrug die Distanz zwischen Zylinder und
Fisch immer 10cm (Abb. 2.1, C).

2.1.6 Ablauf der Experimente

Distanz zwischen Fisch und Zylinder

In diesem Versuch wurde untersucht, ob bzw. wie sich die Antwort einer MON-Unit
verandert, wenn die Distanz zwischen Fisch und Zylinder schrittweise vergroRert wird.
Der Zylinder wurde stromaufwérts vom Fisch positioniert. Es wurde die seitliche
Position (senkrecht zur Stromungsrichtung) gewéhlt, bei der die starkste Antwort auftrat
(nach Chagnaud 2007; 3 cm ipsilateral). Die seitliche Position des Zylinders wurde
wéhrend des Reizprotokolls nicht  verandert. Es  wurden zwel

Stromungsgeschwindigkeiten untersucht (vi=11,5cm/s, v2=9,5cm/s).

Der Abstand zwischen Zylinder und Fisch (von der Mitte des Zylinders bis zur Spitze
des Fischmauls) wurde variiert. Der geringste Abstand betrug 8 cm. Die anderen
Absténde betrugen 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 und 24 cm. Zusatzlich wurden Versuche
ohne Zylinder (Kontrollen) durchgefihrt. Wahrend einer experimentellen Wiederholung
wurde die Abfolge der 9 Positionen des Zylinders zufalligen gewéhlt. AufRerdem wurde

jeweils eine Kontrolle durchgefiihrt. An jeder Position wurde der Zylinder fur 60 s
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prasentiert, es wurden maximal 3 experimentelle Wiederholungen durchgefuhrt. Wenn
eine Aufnahme nach Vollendung der dritten experimentellen Wiederholung noch immer
stabil war, wurde die Spontanaktivitat der Unit fiir 60 s unter Stillwasserbedingungen

aufgenommen.

Turbulente Stromung

In diesem Versuch wurde untersucht, ob eine Wirbelstral3e auch in turbulenter Strémung
von S. erythrophthalmus wahrgenommen werden kann. Dazu wurden sechs
verschiedene Versuchsbedingungen prasentiert (Tab. 2.1). Die Présentation des
Zylinders (I, 11 und 111) erfolgte dabei immer 10 cm stromaufwarts und 3 cm seitlich des
Fisches. Ein Zylindergitter (ZG) wurde entweder 18cm oder 24cm stromaufwaérts vom
Fisch positioniert. Eine experimentelle Wiederholung bestand aus der zufalligen
Prasentation von jeder Versuchsbedingung fur 60s. Es wurden maximal 5
Wiederholungen durchgefuhrt. Wenn eine Aufnahme nach 5 Wiederholungen noch
stabil war, wurde die Spontanaktivitdt der Unit fir 60 s unter Stillwasserbedingungen

aufgenommen.

Tab. 2.1: Auflistung der Versuchsbedingungen und den jeweiligen Distanzen zwischen Fisch und
Zylinder, Fisch und ZG und ZG und Zylinder.

Bedingung Fisch < Zylinder Fisch & ZG ZG < Zylinder
I | Zylinder 10 cm - -
Il | Zylinder und ZG (p5) 10 cm 18 cm 8cm
111 | Zylinder und ZG (p8) 10 cm 24 cm 14 cm
vV | ZG - 18 cm -
V | ZG - 24 cm -
VI | kein Zylinder, nur Strémung
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2.1.7 Lokalisation der Ableitstelle

Um zu Uberpriifen, ob die Spitze der Elektrode wéhrend einer Ableitung im richtigen
Kerngebiet lag, wurden nach der Aufnahme ausgewahlter Units elektrische Lasionen
durchgefuhrt. Hierzu wurde direkt Uber die Aufnahmeelektrode eine geringe Menge
Strom (ber einen kurzen Zeitraum angelegt (30s +DC / 30s —DC, max. Marker
Amplitude DAM 80). Das, die Elektrodenspitze umgebende, Gewebe wurde dadurch
geschadigt und diente als Marker fiir die Elektrodenposition. Nach der Schadigung
verweilte die Elektrode fur 20 — 30 Minuten an ihrer Position, bevor sie vorsichtig aus
dem Hirn gefahren wurde. Sechzig Minuten spéter wurde der, bis zu diesem Zeitpunkt
beatmete, Fisch dekapitiert, das Hirn wurde vorsichtig frei prépariert und fur mehrere
Tage in 4%iger Paraformaldehyd-Ldsung (PFA) fixiert und gelagert. Die 4%ige PFA-
Losung wurde in mehreren Schritten (jeweils ca. 12 Stunden) durch Saccharose-
Losungen (20%; 30%; 40% in Phosphatpuffer) ersetzt, bevor das Hirn am Kryostat
geschnitten wurde (Schnittdicke = 25um). Die Schnitte wurden Uber Nacht zum
Trocknen gelagert, und am néchsten Tag mit einer 0,25%igen Kresyl-violett-Lésung
gefarbt (Anhang B).

2.1.8 Auswertung
Nachbearbeitung der Daten

Um sicher zu stellen, dass nur Einzelzellen aufgenommen wurden, mussten sich sowohl
die Amplitude als auch die Form der einzelnen Spikes gleichen. Die Spike Intervalle
mussten > 0,001 s sein. Eine Amplitudenschwelle wurde fir jede Unit individuell
bestimmt, um die Spikes vom Hintergrundrauschen zu separieren (Abb. 2.2, A). Beim
Positionswechsel vom Zylinder wahrend des Versuchs entstehen zwanglaufig
Wasserbewegungen, die die Wirbelstral3e storen. Aus diesem Grund wurden immer nur
die mittleren 40 s von jedem 60 s Teilstlick analysiert. Ein selbst geschriebenes Skript
fur die Software Spike2 wurde benutzt, um die unterschiedlichen Versuchsbedingungen
zu separieren und um die Daten (jeweils 40 s Teilstlicke) als Matlab Dateien (.m files)

fur die weitere Analyse zu exportieren.

27



Material & Methoden

Spike-Muster-Analyse

Alle Daten wurden mit einem selbst geschriebenen Matlab Skript (Matlab R2014b,
Mathworks) ausgewertet. Die Spikeraten wurden in Spikes pro Sekunde (S/s) fur alle

Wiederholungen und alle Zylinderpositionen und Versuchsbedingungen berechnet.

Fur die Berechnung der Inter-Spike-Intervalle (ISI) wurden die Zeitabstdnde (d)
zwischen den Spikes i und j berechnet mit dij = tj-tj fur M Spikes miti=1, 2, ... , M-1,
j=i+l,i+2, ..., M und dem Zeitpunkt des Auftretens (t). Mit anderen Worten: Die
Zeitabstande wurden nicht nur fir zwei aufeinander folgende Spikes berechnet, sondern
jeweils fiir einen Spike (i) und alle darauf folgenden Spikes (j = i+1, i+2, ... ) des 40 s
Teilstucks. Diese Berechnung wurde fur alle (M) Spikes durchgefuhrt. Die Anzahl der
Zeitabstande, die in Zeitintervallen von jeweils 100 Millisekunden auftraten, wurden

gezahlt und als Funktion des Zeitintervalls aufgetragen.

Die Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion (WDF, Matlab normpdf) (Standardabweichung
=0,1) wurde verwendet, um fir alle (M) Spikes die Wahrscheinlichkeitsdichte an jedem
Zeitpunkt des 40 s Teilstiicks zu bestimmen. Die zeitliche Auflésung betrug 0,01 s, die
Breite der Wahrscheinlichkeitsdichte war 0,01. An Zeitpunkten, an denen kein Spike
auftrat, war die Wahrscheinlichkeitsdichte 0. Wenn zwei oder mehr Spikes innerhalb
von 0.01 s auftraten, wurde die Wahrscheinlichkeitsdichte aufsummiert (Abb. 2.2, B).
Das Resultat dieser Berechnungen ist eine kinstliche Wellenform, die das zeitliche
Auftreten der Spikes wiederspiegelt. Diese Wellenform wurde benutzt, um die
Autokorrelation der neuronalen Daten zu berechnen (Abb. 2.2, C). Bei periodischen
Auftreten der Spikes ergibt sich eine wellenformige Kurve, deren Maxima (nachfolgend
als Peaks bezeichnet) mit der Wirbelablosefrequenz ibereinstimmen. Die ,findpeaks*
Funktion von Matlab wurde verwendet, um die Peaks aller Units zu finden (Zeitfenster
=5s; minimaler Abstand = 0.5 s; minimale Amplitude = 0.1; maximale Anzahl = 5).
Die Amplituden der identifizierten Peaks wurden fur die jeweilige Versuchsbedingung

gegen die Zeit aufgetragen.
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Abb. 2.2: Datenanalyse. A: Eine MON-Unit reagiert mit einer burstartigen Antwort auf die
Stimulation durch einen Zylinder. Alle Spikes, deren Amplitude eine individuell angepasste
Schwelle (gestrichelte Linie in A) Ubersteigen, werden in einzelne Events ubertragen (oberste Zeile
in A). B: Eine virtuelle Wellenform wird generiert, indem die Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion
(WDF) fir jedes Spikeevent an jedem Zeitpunkt der Aufnahme (zeitliche Auflésung = 0,01s)
berechnet wurde. C: Diese Wellenform wurde benutzt, um eine Autokorrelationsfunktion der
neuronalen Daten zu berechnen. Die schwarzen Pfeile zeigen das errechnete VSD (hier 0,9s) an.
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2.2 Particle Image Velocimetry (PIV)

2.2.1 Aufbau

Die Stromungsgeschwindigkeit und die Stromungseigenschaften wurden mit PIV-
Aufnahmen charakterisiert. Dazu wurden Schwebepartikel (Durchmesser: 50um, 2509
Dantec Dynamics Denmark) in einem Becherglas in Wasser geldst und dem Wasser des
FlieRtanks hinzugefugt. Eine horizontale Laserschicht (griiner Laser; MGL-111-532-200
mW) auf HoOhe des Seitenlinienkanals der Rotfeder (ca. 2 cm unterhalb der
Wasseroberflache)  beleuchtete  die  Schwebepartikel im  Wasser.  Eine
Hochgeschwindigkeitskamera (LaVision HighSpeedStar Manfrotto 410), die unterhalb
des Arbeitsbereichs positioniert war (Abb. 2.3, A), wurde mit der Software
Photron - Fastcam Viewer (2006 Photron Limited for high speed digital imaging)
genutzt, um die Bewegung der Schwebepartikel zu filmen. Das Sichtfeld der Kamera
wurde so eingestellt, dass die Position vom Fisch erkennbar war und die gesamte Breite
des Arbeitsbereichs (1024x1024 Pixel; 12x12 cm) aufgenommen wurde (Abb. 2.3, B).
Es wurde mit 250 Bildern pro Sekunde aufgenommen, bis der Pufferspeicher des
Kamerasystems vollstandig geflllt war (8,192 s). Die Videoaufnahmen wurden fir die
weitere Auswertung in Matlab in Bitmaps konvertiert und gespeichert.

im

Strémungsrichtung X

Abb. 2.3: Schematische Darstellung des PIV Setups. Eine horizontale griine Laserschicht (MGL-I1I-
532-200 mW) illuminiert Schwebepartikel in der Stromung. Eine Hochgeschwindigkeitskamera unter
dem Versuchsbereich (A) filmt einen Bildausschnitt am hinteren Ende des Versuchsbereichs (rotes
Quadrat in B) Die Abbildung ist nicht maRstabsgetreu.
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2.2.2 Kalibrierung

Die Auswertung der PIV-Daten wurde mit PIVLab (Thielicke and Stamhuis 2014) in
Matlab durchgefihrt. Die Bitmaps wurden in PIVLab importiert und mit den, von
Thielicke & Stamhuis empfohlenen, Einstellungen aufbereitet (Contrast limited
adaptive histogram equalization (CLAHE, window size = 20 px); highpass (filter
size = 15 px), intensity capping; Wiener denoise filter (window size = 3))(Abb. 2.4, A
und B). Die Hochgeschwindigkeits-Bilddaten wurden mit einer Printplatine (2.54 mm
Raster Abstand) kalibriert und die Stromungsvektoren wurden berechnet (Multi pass,
Abfrage-Fenster 64 x 64 Pixel zu 32x 32 Pixel, 50% Uberlappung). Potenziell
fehlerhafte Vektoren des Vektorfeldes (z.B. extrem groRe Geschwindigkeiten im
Vergleich zu den umliegenden Vektoren) wurden ausgeschlossen. Dazu wurden obere
und untere Geschwindigkeitsgrenzen individuell fur jede PIV-Aufnahme festgelegt.
Zuvor ausgeschlossene Vektoren wurden durch interpolierte Vektoren ersetzt (siehe
Thielicke & Stamhuis, 2014). Fir weitere Berechnungen wurden die Daten der
Stromungsvektoren geglattet (3x3 Pixel smooth)( Abb. 2.4, C).

Abb. 2.4: Nachbereitung der PIV Aufnahmen Die original Aufnahmen (A) wurden nach Thielicke &
Stamhuis (2014) aufbereitet (B) und die Strémungsvektoren (C) wurden berechnet. Das rote Quadrat zeigt
das Fenster (5x5 Vektoren) fur die Berechnungen der vertikalen Strémungskomponente (Vy) an.
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Abbildung 2.5 zeigt die Kalibrierung der Stromungsgeschwindigkeit. Die X-
Komponente der Stromungsvektoren wurde fir den gesamten Bildausschnitt (siehe Abb.
2.3, B) berechnet und Uber die Aufnahmedauer gemittelt. Fir jede Motorspannung
wurden drei Messungen durchgefihrt. Fur den Grofiteil der folgenden Versuche wurde

Stromungsgeschwindigkeit von ca. 9,5 cm/s genutzt.

12 T T T T T

—
[}
T

oo
T

Stromungsgeschwindigkeit
[em/s]
BN (@)

(3]
T

Spannung [V]
Abb. 2.5: Kalibrierung de Strémungsgeschwindigkeit.  Die Strdmungsgeschwindigkeit in

Abhéngigkeit der Motorspannung wurde mit PIV ermittelt. Aufgetragen ist die mittlere
Stromungsgeschwindigkeit aus 3 Messreihen.

2.2.3 Berechnungen mit PIV-Daten

Fir die Charakterisierung des Stromungsfeldes wurde zunidchst die mittlere
Stromungsgeschwindigkeit (U) tiber die gesamte Dauer der Aufnahme nach Formel 2.6

berechnet.

N

U = U0, +70,
(2.6)
U = mittlere Stromungsgeschwindigkeit
U, = mittlere Geschwindigkeit der x-Komponente
Uy = mittlere Geschwindigkeit der y-Komponente
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Der Anteil der Fluktuationen (u,' und u,") innerhalb der Stromung ergibt sich aus der
Differenz aus der Geschwindigkeit U (aktuelle Geschwindigkeit des Bildes) und der

mittleren Geschwindigkeit U (Formel 2.7) beispielhaft fiir x-Komponente).

2.7)

u, = Fluktuationen der x-Komponente
Uy
U, = mittlere Geschwindigkeit der x-Komponente

aktuelle Geschwindigkeit der x-Komponente

Der Effektivwert (Root Mean Square (RMS)) der Fluktuationen beider

Stromungskomponenten wurde nach Formel 2.8 berechnet.

1
RMS = /Eux’z +uy"2

RMS =  Effektivwert der Stromungsfluktuationen
u, =  Fluktuationen der x-Komponente

(2.8)

w, =  Fluktuationen der y-Komponente

Aus dem RMS-Wert und der mittleren Strémungsgeschwindigkeit lasst sich die

Turbulenz Intensitat (T1) bestimmen (Formel 2.9).

RMS
TI = _
U
(2.9)
TI = Turbulenzintensitat

RMS =  Effektivwert der Stromungsfluktuationen

U = mittlere Stromungsgeschwindigkeit
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Ein Wirbel kann als ein Gebiet mit vorliegender Vortizitat um ein Zentrum beschrieben
werden. DefinitionsgemaR beschreibt die Vortizitat die Tendenz eines Fluidelements zur
Eigendrehung um eine Achse. Zur Bestimmung der Vortizitat des Vektorfeldes wurde

die ,curl‘-Funktion von Matlab benutzt.

Ein 5x5 Vektoren groBes Fenster wurde zentral im Bildausschnitt ausgewéhlt, sodass es
sich in x-Richtung mittig der Flanke des Fisches und in y-Richtung auf Hohe des
Zylinders befand (rote Quadrate, Abb. 2.4). Die x-Komponenten und y-Komponenten
der Vektoren aus diesem Fenster wurden einzeln betrachtet. Eine schnelle Fourier-
Transformation (FFT) und eine Autokorrelation (AK) wurden jeweils Gber die gesamte
Aufnahmedauer berechnet (Matlab, 2014b).
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3 Ergebnisse

3.1  Ableitungsorte

Die Ableitorte im MON wurden mit elektrischen Lasionen markiert. 4 von 10 L&sionen
waren erfolgreich. Abbildung 3.1 zeigt einen mit Kresylviolett gefarbten Querschnitt
(Dicke 25 pm) des Hirnstamms einer Rotfeder mit der Lasion (schwarzer Pfeil) von Unit
35 (Teilkapitel 1 — Distanz zwischen Fisch und Zylinder). Die drei anderen Lasionen

sind mit schwarzen Sternen gekennzeichnet.

Abb. 3.1: Ableitungsorte Cresyl-violett gefarbter Querschnitt des Hirnstamms wvon S.
erythrophthalmus. Der Ableitungsort von MON-Unit # 35 wird durch den schwarzen Pfeil
gekennzeichnet. Schwarze Sterne markieren die Ableitungsorte von drei weiteren MON-Units.
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3.2  Wirbelstralle

Bei Reynolds Zahlen (Re) > 140 entsteht in einer Strdmung hinter einem Zylinder eine
KVS. In den Versuchen wurden zwei Strdmungsgeschwindigkeiten verwendet: 11,5
cm/s und 9,5cm/s. Nach Formel 2.1 ergibt sich bei einer Stromungsgeschwindigkeit von
9,5 cm/s eine Reynolds Zahl von ca. 143 und nach Formel 2.2 eine VSF von 1,1Hz. Bei
einer Stromungsgeschwindigkeit von 11,5 cm/s erhdlt man Re = 173 und VSF = 1,33
Hz. Die PIV-Aufnahmen dieser Arbeit zeigen, dass stabile Wirbelstralen auftraten. Die
Wellenlange der Wirbelstralie war 8,6cm (Formel 2.3). Diese entspricht etwa der Grofie
der Versuchstiere (6-12cm). Abbildung 3.2 zeigt eine KVS in einem Bildausschnitt
direkt hinter einem stationdaren Zylinder in laminarer Stromung (von links nach rechts).
Die Orientierung und die Lange der Vektoren des Vektorfeldes geben die Richtung und
Geschwindigkeit der Stromung an (die mittlere Stromungsgeschwindigkeit wurde vom
Vektorfeld subtrahiert). Hinter dem Zylinder 16sen sich abwechselnd von jeder Seite
Wirbel mit unterschiedlichem Drehsinn ab. Die Vortizitdt der Wirbel ist farblich
markiert (blau: im Uhrzeigersinn; rot: gegen den Uhrzeigersinn). In orange dargestellte

Vektoren wurden interpoliert.
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Abb. 3.2: WirbelstraBe.  Hinter einem D-Zylinder Idsen sich abwechselnd Wirbel mit
entgegengesetztem Drehsinn ab. Die Vortizitdt ist farblich im Hintergrund unterlegt. Dem
Strémungsfeld wurde die mittlere Stromungsgeschwindigkeit (9,5cm/s) abgezogen. In orange
gezeichnete Vektoren wurden interpoliert.
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3.3 Distanz zwischen Fisch und Zylinder

331 PIV

In diesem Versuch wurde die Entfernung zwischen Fisch und Zylinder variiert.
Insgesamt wurden 9 Zylinderpositionen (jeweils 2cm Abstand zwischen den Positionen)
und eine Kontrolle ohne Zylinder untersucht. Der kleinste Abstand war 8 cm, der grofite
24 cm. Abbildung 3.3 zeigt das Stromungsfeld der Kontrolle (Abb. 3.3, A, C und E) und
bei der Zylinderposition mit dem geringsten Abstand zum Fisch (8cm, Abb. 3.3, B, D
und F). Das Strémungsfeld hinter dem Zylinder unterscheidet sich deutlich von dem der
Kontrolle. Im Gegensatz zum Vektorfeld bei Zylinderprasentation (Abb. 3.3, B), zeigt
das Vektorfeld der Kontrolle (Abb. 3.3, A) nahezu parallel angeordnete Vektoren und
folglich keine Anzeichen fiir Drehbewegungen (farblich unterlegt). Dies wird sowohl
durch die RMS-Werte (Abb. 3.3, C) als auch durch die Stromungslinien (Abb. 3.3, E)
bestatigt. Wahrend die RMS-Werte (Abb. 3.3, D) keine definierten Wirbelstrukturen
erkennen lassen, sind diese durch die Vortizitat und die Strémungslinien besonders
sichtbar (Abb. 3.3, B und F).

Die y-Komponente (Vy) eines zentralen Bildausschnitts (5x5 Vektoren, siehe Abb. 2.4)
wurde fir alle Zylinderpositionen analysiert. Die Rohdaten (Abb. 3.4, A) zeigen ein
wellenférmiges Muster, dessen Amplitude sich mit zunehmender Entfernung des
Zylinders verringert. In der Kontrolle gibt es keine periodischen Schwankungen, die
Geschwindigkeit von Vy bleibt Gber die Dauer der Aufnahme in etwa bei Null. Der
periodische Verlauf von Vy wird durch die Autokorrelation bestatigt (Abb. 3.4, B).
Abbildung 3.4, C zeigt die Frequenzspektren von jeder Zylinderposition und der
Kontrolle. Mit Ausnahme der Kontrolle gibt es bei jeder Zylinderposition einen
dominanten Peak bei der VSF. Sowohl die Amplitude der Autokorrelation (Abb. 3.5, A)
als auch des FFT (Abb. 3.5, B) nehmen mit steigender Entfernung des Zylinders
signifikant ab (Abb. 3.5: gestrichelte rote Linien: lineare Regressionen; A: m =-0,03,
p = 0,00026, adj. R? = 0.849; B: m = -0,374, p = 0,00092, adj. R? = 0.784).
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Abb. 3.3: Vergleich der Stromung ohne und mit Zylinder. Das Stromungsfeld zeigt bei laminarer
Stromung (A, C und E) keine Verwirbelungen. Die Stromungsvektoren in A verlaufen nahezu parallel,
die RMS-Werte in B sind gleichmaRig und liegen nahe Null. Der Zylinder (Durchmesser 2cm) erzeugt
eine Wirbelstralle (B, D und F). Die Position des Zylinders entspricht dem tatsachlichen Abstand zum
Bildausschnitt. Fir die Berechnung der Stromungslinien (E, F) wurde die mittlere
Stromungsgeschwindigkeit vom Vektorfeld subtrahiert.
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Abb. 3.4: PIV Daten der Wirbelstralle. A: Verlauf der vertikalen Stromungskomponente (Vy) bei
jeder Zylinderdistanz und der Kontrolle. B: Autokorrelation von Vy. C: FFT von Vy. Bei jeder
Zylinderdistanz zeigt das Frequenzspektrum einen dominanten Peak bei der VVSF. Die Amplitude der
Peaks nimmt mit steigender Zylinderdistanz ab.
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Abb. 3.5: Intensitatsverlust der Wirbelstral3e bei steigender Zylinderdistanz. Die Amplitude des
Korrelationskoeffizienten (A, linear reg: p = 0,00026; m = -0,03; adj. R?= 0,849) und der Peakamplitude
des FFT (B, linear reg: p = 0,00092; m = -0,374; adj. R>= 0,784) von Vy nehmen mit steigender
Zylinderdistanz signifikant ab. Die Kontrolle wurde nicht in die Berechnungen der linearen
Regressionen miteinbezogen.
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3.3.2 Elektrophysiologische Aufnahmen

In dieser Versuchsreine wurden die Fische zwei Strdmungsgeschwindigkeiten
(v1=11,5cm/s, v»=9,5cm/s) ausgesetzt. Innerhalb des Versuchsbereichs wurde ein
Zylinder (2cm Durchmesser) stromaufwarts vom Fisch an 9 verschiedene Positionen
gestellt (+ Kontrolle ohne Zylinder, die Reihenfolge war zuféllig). Insgesamt wurden
fiir diesen Teil der Arbeit 66 Units von 29 Rotfedern aufgezeichnet. 24 Units konnten
nicht fur mindestens einen vollstandigen experimentellen Durchgang gehalten werden
und wurden deshalb von der Auswertung ausgeschlossen. VVon den verbleibenden 42
Units konnte bei 22 Units ein Durchgang, bei 15 Units zwei Durchgange und bei 5 Units
drei Durchgange aufgezeichnet werden (Abb. 3.6, A). Kurz vor Beginn des jeweiligen
Reizprotokolls wurden mit einer Pipette wurden grob die rezeptiven Felder der
abgeleiteten Neurone bestimmt (Abb. 3.6, B). Das rezeptive Feld der meisten MON-
Units (33 von 42 Units, rezeptives Feld 2 bis 6) lag in der Mitte des Fischrumpfes. Nur
wenige MON-Units (9 von 42 Units, rezeptives Feld 0, 1, 7, 8, 9, 10) reagierten auf
Wasserbewegungen in unmittelbarer Néhe des Kopfes und der Kiemen oder der
Schwanzflosse. Es wurden keine Unterschiede im Antwortverhalten der MON-Units in

Abhangigkeit der Position des jeweiligen rezeptiven Feldes festgestelit.

A B
22 ¢ — 10 [—
2t 9
18 b 8 —
] a
= 16 _ = 7
= 14 =) 6
=12t = .
Sl S0 I
<, S4 %
3
ol g
2
4 F 2
0 0
I I I 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Durchginge Neuromast Position

Abb. 3.6: Anzahl vollsténdiger experimenteller Durchgdnge und Verteilung der rezeptiven Felder
A: Anzahl der Units mit 1, 2 oder 3 vollistandig durchgefiihrten Durchgéngen (weil3e Balken: alle Units;
graue Balken: auf Wirbelstralie reagierende Units). B: Positionen der rezeptiven Felder der abgeleiteten
MON-Units.
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Abb. 3.7: Burstartiges Antwortverhalten einer MON Unit. A: Originalableitungen von Unit 35
wahrend der Stimulation mit einem Zylinder bei verschiedenen Distanzen zwischen Fisch und Zylinder.
Zu erkennen ist das burstartige Antwortverhalten bei allen Distanzen, jedoch nicht in der Kontrolle ohne
Zylinder. Die ISI-Histogramme (B) und die errechneten Autokorrelationskurven (C) zeigen dieses
Antwortverhalten in Form eines wellenférmigen Musters, dessen Maxima mit dem VVSD (0,9s, schwarze
Pfeile) ubereinstimmen.
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Das Antwortverhaltens eines MON-Neurons, welches auf eine WirbelstralRe reagierte,
zeigt beispielhaft Abbildung 3.7. Die Rohdaten (Abb. 3.7, A) zeigen ein regelmaliiges
Muster, bestehend aus der wechselnden Abfolge von Phasen mit einer hohen
Entladungsrate (nachfolgend als Burst bezeichnet) und Phasen mit geringer
Entladungsrate. Diese Unit zeigte bei allen Zylinderpositionen eine burstartige
Entladung. Nur in der Kontrolle (kein Zylinder, nur Strdmung) konnte dieses nicht
festgestellt werden. Die ISI-Histogramme (Abb. 3.7, B) und die Autokorrelation (Abb.
3.7, C) bestatigen das burstartige Verhalten in Form eines gleichmaRigen und
periodischen Musters, dessen lokale Maxima mit dem Kehrwert der VVSF (nachfolgend
bezeichnet als Vortex Shedding Delay (VSD); VSD» = 0,9s, angezeigt durch schwarze

Pfeile) Ubereinstimmen.

21 von 42 Units reagierten nicht auf die Wirbelstralle und zeigten keine Verénderung
der Spikerate oder des Spikemusters, wenn der Zylinder an unterschiedlichen Positionen
prasentiert wurde (Abb. 3.9). Diese 21 Units kamen nicht in die weitere Auswertung.
Die verbleibenden 21 Units zeigten zwei Typen von Antwortverhalten (Abb. 3.10, 3.11).

3.3.2.1 Spikeraten

Die aufgezeichneten MON-Units, die mit erhéhter Stromungsgeschwindigkeit stimuliert
wurden (9 Units; vi=11,5cm/s), zeigten im Mittel eine Aktivitat von 9,43 + 6,23 Spikes
pro Sekunde bei Stimulation mit einem Zylinder (Kontrolle: 8,75 * 6,12 Spikes pro
Sekunde). 12 Units wurden mit langsamerer Stromungsgeschwindigkeit (v2=9,5cm/s)
stimuliert und zeigten im Mittel eine Aktivitat von 11,41 + 7,11 Spikes pro Sekunde bei
Stimulation mit einem Zylinder (Kontrolle: 11,4 + 7,78 Spikes pro Sekunde). Bei
Zylinderpréasentation waren die Spikeraten bei schneller und langsamer
Stromungsgeschwindigkeit signifikant verschieden (zwei-Stichproben-t-test: p=0,0475;
Abb. 3.8, A). Quervergleiche zwischen allen Zylinderpositionen zeigten bei beiden
Stromungsgeschwindigkeiten keine signifikanten Unterschiede der Spikeraten (Abb.
3.8, B und C).8 MON-Units reagierten im Vergleich zur Kontrolle ohne Zylinder im
Mittel mit einer Erh6hung der Spikerate von >20 %. Eine Verringerung der Spikerate

im Vergleich zur Kontrolle wurde bei keiner Unit gefunden.
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Zwei MON-Units zeigten eine signifikante Abnahme ihrer Spikerate mit steigender
Zylinderdistanz (Lineare Regressionen: Unit 22: m =-0,3, p = 0,033, adj. R? = 0,43;
Unit 24: m = -0,25 p = 0.021, adj. R? = 0,493). Eine dieser beiden Units (Unit 24) gehort
nicht zu den 8 Units, die eine Erhéhung ihrer Spikerate in Gegenwart des Zylinders
zeigten. Die restlichen, in der vorliegenden Arbeit aufgezeichneten, MON-Neurone
zeigten keine Verdnderung der Spikerate als Reaktion auf eine Wirbelstrale in

Abhangigkeit von der Zylinderdistanz.
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Abb. 3.8: Spikeraten der MON Neurone A: Boxplots der Spikeraten der MON Units bei
unterschiedlichen Stromungsgeschwindigkeiten mit Mittelwert (gefullte Kreise) und Standardfehler
(links: 9 Units, v1 = 11,5cm/s; rechts: 12 Units, v2 = 9,5cm/s) wéhrend der Stimulation durch den
Zylinder (alle Positionen; Mittelwert,, = 9,43 S/s + 6,23 S/s und Mittelwert,, = 11,41 S/s+ 7,11 S/s) und
ohne Zylinder (hellgraue Boxplots: Mittelwert,; = 8,75 S/s £ 6,16 S/s und Mittelwert,, = 11,40 S/s +
7,78 S/s). Bei mehr als einem vollstindigem Durchgang einer einzelnen Unit wurde zunéchst der
Mittelwert flr jede Position berechnet. Die Spikeraten der Units wahrend der Zylinderprésentation bei
unterschiedlichen Strémungsgeschwindigkeiten waren signifikant verschieden (zwei-Stichproben-t-test,
p = 0,0475). B und C: Boxplots der Spikeraten von MON Units bei hoher Stromungsgeschwindigkeit (9
Units, v1=11,5cm/s, B) und geringerer Stromungsgeschwindigkeit (12 Units, v1=95cm/s, C) fiir jede
prasentierte Zylinderposition mit Mittelwert (gefillte Kreise) und Standardfehler. Zwischen einzelnen
Positionen wurden keine signifikante Unterschiede der Spikeraten gefunden (zwei-Stichproben-t-test:
p-Werte fiir B: zwischen 0,6595 und 0,9958; p-Werte fir C: zwischen 0,6489 und 0,9858). Hellgraue
Boxplots zeigen Spikeraten der MON Units ohne Zylinderstimulation.
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3.3.2.2 Entladungsmuster

Jede Unit zeigte bei mindestens einer Zylinderposition ein burstartiges Antwortmuster.
12 der 21 Units (5 Units mit vi stimuliert, 7 Units mit v2 stimuliert) zeigten ein
burstartiges Antwortmuster bei allen présentierten Zylinderpositionen (maximaler
Abstand 24 cm, Abb. 3.10). Die restlichen 9 Units zeigten ein burstartiges
Antwortmuster nur bei Zylinderabstanden < 16 cm (Abb. 3.11). 6 dieser 9 Units (4 Units
mit v1, 5 Units mit v, stimuliert) zeigten die groRte Spikerate bei einem Zylinderabstand

von 8 cm bis 12 cm.

Abbildung 3.12 zeigt die Verteilung der Peaks der 21 reagierenden Units fur jede
Zylinderposition fur einen Zeitabschnitt von 5 Sekunden. Bei beiden
Stromungsgeschwindigkeiten liegen die Peaks bei jeder Zylinderposition nahe der
jeweiligen VSF (Abb. 3.12, A: VSF:= ca. 1,33 Hz, VSD; = ca. 0,75s; Abb. 3.12, B:
VSF, = ca. 1,1Hz, VSD> = ca. 0,9s). Bei der langsameren Stromungsgeschwindigkeit
(Abb. 3.12, B) zeigte sich eine groliere Streuung der Peaks. In der Kontrolle war die
Peakzahl sehr gering (A: 7 Peaks; B: 8 Peaks), die Peaks lagen aber nicht im Bereich
der jeweiligen VSF.

Von den 21 reagierenden Units wurden insgesamt 33 Durchgénge aufgenommen (12x 1
Durchgang; 6x 2 Durchgénge; 3x 3 Durchgénge; Abb. 3.6, A: graue Balken). Das ergibt
maximal 165 Peaks (jeweils die ersten 5 Peaks) pro Zylinderposition. Die Anzahl der

Peaks fur die einzelnen Zylinderpositionen zeigt Abbildung 3.13, A.

Bei einem Zylinderabstand von 12 cm wurden 144 Peaks ermittelt (87,27%; Abb. 3.13,
A). Die Peakzahl nahm mit steigender Zylinderentfernung (>12cm) signifikant ab

(gestrichelte rote Linie: lineare Regression; m = -7.9, p < 0.005, adj. R? = 0.722;).
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Abb. 3.9: Beispiel einer nicht auf die Wirbelstrale reagierenden MON Unit. 1SI-Histogramme (A) und Autokorrelationskurven (B) von MON Unit 08 mit jeweils 2

Durchgéngen (Spalten). Das VSD (VSD; = 0,9s) wird durch schwarze Pfeile angezeigt.
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Abb. 3.10: Beispiel einer auf die WirbelstraRe reagierenden MON Unit. I1SI-Histogramme (A) und Autokorrelationskurven (B) von MON Unit 12 mit jeweils 3 Durchgéngen
(Spalten). Das VVSD (VSDs = 0,75s) wird durch schwarze Pfeile angezeigt.
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Abb. 3.11: Beispiel einer auf die Wirbelstralle reagierenden MON Unit. 1SI-Histogramme (A) und Autokorrelationskurven (B) von MON Unit 01 mit jeweils 3 Durchgéngen
(Spalten). Das VVSD (VSD; = 0,9s) wird durch schwarze Pfeile angezeigt.
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(Zeitfenster: 5 Sekunden) aufgetragen. A: Stromungsgeschwindigkeit: vi1=11,5cm/s; VSFi= ca. 1,33 Hz, VSD; = ca. 0,75s B: Strémungsgeschwindigkeit: v.=9,5cm/s VSF; =
ca. 1,1Hz, VSD, = ca. 0,9s). Fir beide Geschwindigkeiten liegen die Peaks bei jeder Zylinderposition nahe des jeweiligen VSD.
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Die Peakamplituden (Korrelationskoeffizienten Werte) wurden gegen die Zeit
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Abb. 3.13: Peakzahl und Peakamplituden der Autokorrelationskurven. A: Die Peakzahl nimmt
signifikant mit steigender Zylinderdistanz ab (gestrichelte rote Linie: lineare Regression; m =-7.9,
p <0.005, adj. R?=0.722) Maximal mdgliche Peakzahl: 165. B: Boxplot der Amplitude der
Korrelationskoeffizienten (Peakamplituden) mit Mittelwert (geflllte Kreise) und Standardfehler. Die
Peakamplitude féllt mit steigender Zylinderdistanz signifikant ab (lineare Regression: gestrichelte rote
Linie;, m=-0,008, p < 0.0039, adj. R?=0,679). C: Boxplot der relativen Amplitude der
Korrelationskoeffizienten (Peakamplituden) mit Mittelwert (geflllte Kreise) und Standardfehler. Die
relative Peakamplitude fallt mit steigender Zylinderdistanz signifikant ab (lineare Regression:
gestrichelte rote Linie; m = -0,016, p < 0.0022, adj. R? = 0,724)

Abbildung 3.13, B zeigt den Verlauf der mittleren Peakamplitude (schwarze Linie mit
gefiillten Kreisen und Standardfehler: Abb. 3.13, B oben) sowie der mittleren
Peakamplitude in Abhéangigkeit von der maximal mdglichen Peakzahl (relative mittlere
Peakamplitude: schwarze Linie mit geflllten Kreisen und Standardfehler: Abb. 3.13, B
unten) mit steigender Zylinderdistanz. Die mittlere Peakamplitude nahm mit steigender
Zylinderdistanz signifikant ab (Abb. 3.13, B oben; lineare Regression: gestrichelte rote
Linie; m =-0.008, p < 0.0039, adj. R?> = 0.679). Die relative Peakamplitude fallt mit
steigender Zylinderdistanz signifikant ab (Abb. 3.13, B unten: lineare Regression:
gestrichelte rote Linie; m = -0,016, p < 0.0022, adj. R2 = 0,724).
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3.3.2.3 Neuronale Daten und P1V

Um die Strdmung mit den neuronalen Daten zu vergleichen, wurden simultan zu den
elektrophysiologischen ~ Ableitungen PIV-Aufnahmen durchgefiihrt. Die V-
Komponente der Strdmungsvektoren wurde in einem Fenster (5x5 Vektoren) nah am
Fisch (Abb. 3.14, A) berechnet. Das Fenster befand sich mittig vom Fisch, dort wo zu
Beginn des Versuchs das rezeptive Feld der MON-Unit bestimmt wurde. Abbildung
3.14, B zeigt den Verlauf der Geschwindigkeit von Vy zusammen mit den Spike-Events
der neuronalen Daten. Ein Burst tritt jeweils bei negativer Geschwindigkeit von Vy auf.
Die Uberlagerung der Korrelation der Spikes mit der Geschwindigkeit von Vy (Abb.
3.14, C) verdeutlicht die synchrone Aktivitit der MON-Unit mit negativer

Strémungsgeschwindigkeit.
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Abb. 3.14: Korrelation von neuronalen Daten und PIV. A: Stromungsfeld in der Nahe des Fischs.
Die Stromung verlief von links nach rechts. Fir die Darstellung des Vektorfelds wurde von allen
Werten die mittlere Strémungsgeschwindigkeit subtrahiert. Ein Wirbel mit Drehsinn im Uhrzeigersinn
ist in der Mitte des Bildes zu erkennen. B: Verlauf der Geschwindigkeit der Vy-Komponente der
Strdmungsvektoren innerhalb des markierten Fensters in A. Spikes der neuronalen Daten sind als
Events (rot) mit eingezeichnet. C: Die Korrelation der neuronalen Daten (rot) und normierter
Geschwindigkeitsverlauf von Vy (schwarz) zeigt eine synchrone Aktivitat der MON-Unit mit negativer
Stromungsgeschwindigkeit.
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3.4  Turbulente Stromung

Im diesem Versuchsteil wurde der Einfluss von turbulenter Stromung auf die
Stimulation der Seitenlinie mit Wirbelstraen untersucht. Fir die Erzeugung turbulenter

Stromungen wurden zwei verschiedene Gitter genutzt.

341 PIV

3.4.1.1 Kreuzgitter (KG)

In einer ersten Versuchsreihe wurde ein KG fiir die Turbulenzerzeugung verwendet
(Abb. 2.1, C und D). Die Streben des Gitters waren eckig und hatten eine Kantenlénge
(d) von 10mm, der Abstand zwischen den Streben (g) betrug 10mm, die Maschenweite
(M) war 15mm. Nach Formel 2.4 betragt die Durchlassigkeit des KG ca. 45%. Drei
verschiedene Stromungsgeschwindigkeiten wurden verwendet: 1cm/s, 7,5cm/s und
11,5cm/s. Ein Vergleich der Stromungsfelder ohne KG und mit KG ist in den
Abbildungen 3.15 und 3.16 gezeigt. Das Stromungsvektorfeld mit farblich unterlegter
Vortizitat (Abb. 3.15) ist an jeweils einem Zeitpunkt der Aufnahme (£ 1 frame) gezeigt,
die RMS-Werte (Abb. 3.16) wurden tber die Aufnahmedauer gemittelt. Bei einer sehr
langsamen Stromungsgeschwindigkeit von 1cm/s (Abb. 3.15 und 3.16, A und B) gibt es
keinen Unterschied zwischen den Strdmungsfeldern mit oder ohne KG in der Stromung.
Bei Stromungsgeschwindigkeiten von 7,5cm/s (Abb. 3.15und 3.16, C und D) und
11,5cm/s (Abb. 3.15 und 3.16, E und F) verhalten sich die Stromungsfelder ahnlich. Im
direkten  Nachlauf des KG entstehen  Verwirbelungen. Bei  beiden
Stromungsgeschwindigkeiten lésen sich diese nach ca. 4cm abrupt auf und im weiteren
Nachlauf bestehen keine Verwirbelungen mehr. Aufgrund des weiter oben
beschriebenen abrupten Auflésens der Verwirbelungen im Nachlauf des KG, wurde das

KG nicht fiir weitere Experimente verwendet.
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Abb. 3.15: Stromungseigenschaften mit und ohne KG. Die Vektoren zeigen den Betrag und die
Richtung der Stromung in den jeweiligen Bereichen an. Die Vortizitat ist farblich unterlegt. Es wurden
drei verschiedene Stromungsgeschwindigkeiten verwendet: 1cm/s (A,B); 7,5cm/s (C,D) und 11,5¢cm/s
(E,F). Hinter dem KG entstehen Verwirbelungen bei hdheren Stromungsgeschwindigkeiten
Verwirbelungen. Diese lésen sich nach ca. 4cm auf. Im weiteren Nachlauf des KG bestehen keine
Verwirbelungen mehr.
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Abb. 3.16 RMS-Werte des Stromungsfeldes mit und ohne KG. Gezeigt sind die RMS-Werte,
gemittelt (ber die Aufnahmedauer. Es wurden drei verschiedene Stromungsgeschwindigkeiten
verwendet: 1cm/s (A,B); 7,5cm/s (C,D) und 11,5cm/s (E,F). Hinter dem KG entstehen Verwirbelungen
bei héheren Stromungsgeschwindigkeiten Verwirbelungen. Diese lésen sich nach ca. 4cm auf. Im
weiteren Nachlauf des KG bestehen keine Verwirbelungen mehr.
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3.4.1.2 Zylindergitter (ZG)

In dieser Versuchsreihe wurde ein ZG flr die Turbulenzerzeugung verwendet (Abb. 2.1,
C und E). Dieses bestand aus vier nebeneinander angeordneten Zylindern mit einem
Durchmesser (d) von 16mm. Der Abstand zwischen den Zylindern (M) betrug 35mm.
Nach Formel 2.5 betragt die Durchlassigkeit des ZG ca. 57%. Abbildung 3.17 zeigt die
mittlere Stromungsgeschwindigkeit (Abb. 3.17, A und C) und die RMS-Werte der
Stromungsfluktuationen (Abb. 3.17, B und D) hinter dem ZG mit einer Distanz zum
Fisch von 18cm (Abb. 3.17, A und B) und 24cm (Abb. 3.17, C und D). Die hdchsten
mittleren Stromungsgeschwindigkeiten traten zwischen den Zylindern des ZG und
neben dem Zylinder auf. Im Totwassergebiet hinter jedem Zylinder des ZG und in der
Bug-Welle (bow wake) vor dem Stimulus-Zylinder war die mittlere
Stromungsgeschwindigkeit am  geringsten (Abb. 3.17, A und C). Die
Stromungsfluktuationen (Abb. 3.17, B und D) waren bei geringen mittleren

Strémungsgeschwindigkeit maximal.

Abbildung 3.18 zeigt beispielhaft den Einfluss des ZG auf die Entstehung einer KVS.
Gezeigt sind die mittleren Stromungsvektoren mit farblich unterlegter Vortizitat an
jeweils einem Zeitpunkt (£ 1 frame) der PIV Aufnahmen. Ohne ZG verlaufen die
Stromungsvektoren nahezu parallel, das Stromungsfeld weist keine Turbulenzen auf und
eine KVS wird gebildet (Abb. 3.18 A und B). Stromabwarts des ZG entstehen hinter
jedem Zylinder des ZG einzelne WirbelstraRen (Abb. 3.18 C und E). Diese verbinden
sich ca. 5cm stromabwarts zu grofRraumigen Verwirbelungen. Beim Abstand von 8cm
zwischen ZG und Zylinder (Abb. 3.18 C und D) wird die Ausbildung der KVS
vollstandig maskiert. Bei 14cm Abstand zwischen ZG und Zylinder (Abb. 3.18 E und

F) ist die KVS nur teilweise maskiert.
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Abbildung 3.19 zeigt die mittleren Stromungsgeschwindigkeiten (A, C, E) und RMS-
Werte (B, D, F) bei Zylinderprasentation in laminarer (oben), stark turbulenter (Mitte)
und schwach turbulenter Strémung (unten). Im Bereich hinter dem Zylinder waren die
mittleren Strdmungsgeschwindigkeiten am geringsten und neben dem Zylinder am
hdchsten. Die RMS-Werte waren hinter dem Zylinder am grof3ten und neben dem
Zylinder am geringsten. Im Vergleich zu laminarer Strémung (B) verbreitert sich der
Bereich erhéhter RMS-Werte hinter dem Zylinder in turbulenter Strdmung. Gleichzeitig
verkirzt sich dieser Bereich in Stromungsrichtung (D und F), wohingegen sich der
Bereich mit verlangsamten mittleren Stromungsgeschwindigkeiten hinter dem Zylinder

stromabwarts verlangert (C und E).

Die Richtungskomponenten der Stromungsvektoren wurden flr ein zentrales Fenster
(5x5 Vektoren, siehe Abb. 2.4) berechnet. Abbildung 3.20 zeigt in der ersten Spalte den
Verlauf der Rohdaten der Geschwindigkeitskomponente senkrecht  zur
Stromungsrichtung (Vy). Die Autokorrelation von Vy (zweite Spalte) zeigt bei
Zylinderprasentation das charakteristische wellenformige Muster der KVS. Die
Frequenzspektren (dritte Spalte) bestatigen die Peakfrequenz der KVS von 1,1 Hz in
laminarer Stromung. Bei stark turbulenter Stromung (zweite Zeile) wurde Kkein
dominanter Frequenzpeak gefunden. Bei schwach turbulenter Stromung (dritte Zeile)
nimmt die Starke der KVS um 37,05% ab. Die Peakfrequenz hat sich von 1,1Hz auf
0,9Hz verschoben. In den Versuchen ohne Zylinder wurde kein dominanter
Frequenzpeak im Bereich der VSF gefunden.
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Abb. 3.17 mittlere Stromungsgeschwindigkeit und RMS-Werte der Stromungsfluktuationen
hinter dem ZG. Gezeigt ist der Bereich hinter dem ZG mit einer Distanz zum Fisch von 18cm (A
und B) und 24cm (C und D). Die hdchsten mittleren Strémungsgeschwindigkeiten traten zwischen
den Zylindern des ZG und neben dem Zylinder auf. Im Totwassergebiet hinter jedem Zylinder des ZG
und in der Bug-Welle (bow wake) vor dem Stimulus-Zylinder war die mittlere
Strdmungsgeschwindigkeit am geringsten Die Strémungsfluktuationen waren bei geringen mittleren
Stromungsgeschwindigkeit maximal.
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Abb. 3.18 Einfluss des ZG auf die Entstehung einer KVS. Gezeigt sind die Stromungsvektoren
mit farblich unterlegter VVortizitat an jeweils einem Zeitpunkt (£ 1 frame) der PIV Aufnahmen im
Bereich vor dem Zylinder (A,C,E) und hinter dem Zylinder (B,D,E) A und B: Ohne ZG verlaufen
die Stréomungsvektoren parallel, das Stromungsfeld weist keine Turbulenzen auf und eine KVS
wird gebildet. C und E: Stromabwarts des ZG entstehen hinter jedem Zylinder des ZG einzelne
Wirbelstraen, welche sich ca. 5¢cm stromabwaérts zu groBraumigen Verwirbelungen verbinden.
Beim Abstand von 8cm zwischen ZG und Zylinder (C und D) wird die Ausbildung der KVS
vollstdndig maskiert. Bei 14cm Abstand zwischen ZG und Zylinder (E und F) ist die KVS nur
teilweise maskiert.
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mittlere Stromung [cm/s] RMS [cm/s]

Abb. 3.19 Mittlere Stréomungsgeschwindigkeiten (A, C, E) und RMS-Werte (B, D, F) bei
Zylinderprasentation. Die Stromung war laminarer (A und B), stark turbulente (C und D) oder
schwach turbulenter (E und F). Im Bereich hinter dem Zylinder waren die mittleren
Stromungsgeschwindigkeiten am geringsten und neben dem Zylinder am héchsten. Die RMS-Werte
waren hinter dem Zylinder am gréf3ten und neben dem Zylinder am geringsten.
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Abb. 3.20 KVS in laminarer und turbulenter Stromung. Die erste Spalte zeigt den Verlauf der
Rohdaten der Geschwindigkeitskomponente senkrecht zur Stromungsrichtung (Vy). Die Autokorrelation
von Vy (zweite Spalte) zeigt bei Zylinderprésentation das charakteristische wellenférmige Muster der
KVS. Die Frequenzspektren (dritte Spalte) bestétigen die Peakfrequenz der KVS von 1,1 Hz in laminarer
Stromung. Bei stark turbulenter Strémung (zweite Zeile) wurde kein dominanter Frequenzpeak
gefunden, bei schwach turbulenter Stromung (dritte Zeile) nimmt die Stdrke der KVS ab. In den
Versuchen ohne Zylinder (Zeile 4,5 und 6) wurde kein dominanter Frequenzpeak im Bereich der VSF
gefunden.
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3.4.2 Elektrophysiologische Aufnahmen

In dieser Versuchsreihe wurden 6 verschiedene Versuchsbedingungen (laminare und
turbulente Strdmungen) untersucht (siehe Tab. 2.1). Der Zylinderabstand betrug 10cm,
der Zylinder befand sich in dieser Entfernung 3cm seitlich vom Fisch. Mit Hilfe eines
Zylindergitters (Abb. 2.1, C und E) wurde ein turbulentes Stromungsfeld erzeugt. Das
Zylindergitter wurde wahrend der Versuche in den Abstanden 18cm und 24cm

stromaufwarts zum Fisch positioniert.

In den Versuchen mit turbulenter Strémung wurden 38 Units von 10 Rotfedern
aufgezeichnet. 7 Units konnten nicht tber einen experimentellen Durchgang gehalten
werden und kamen deshalb nicht in die Auswertung. Von den verbliebenen 31 Units
gelangen bei 20 Units ein oder zwei vollstandige Durchgéange. Von 11 Units konnten
drei oder mehr Durchgénge aufgezeichnet werden (Abb. 3.21, A). Beim Grofiteil der
MON Units (27 von 38 Units) lagen die rezeptiven Felder in der Mitte des Fischrumpfes
(rezeptive Felder 2 bis 6). Nur wenige MON-Units (7 von 38 Units, rezeptive Felder 0,
1,7, 8,9, 10) reagierten auf einen Suchreiz in unmittelbarer Ndhe des Kopfes und der
Kiemen oder der Schwanzflosse (Abb. 3.21, B). Unterschiede im Antwortverhalten der

MON-Units in Abhéangigkeit von der Position des rezeptiven Feldes wurden nicht

gefunden.
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g 9 § @5
< ¢f < 4
{ 2 - H H
2f 1k
: (1 0 L]
I 11

111 v v 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Durchginge Neuromast Position

Abb. 3.21: Anzahl vollstdndiger experimenteller Durchgange und Verteilung der rezeptiven Felder
A: Anzahl der Units mit 1, 2 oder 3 vollstdndig durchgefiihrten Durchgéngen (weil3e Balken: alle Units;
graue Balken: auf WirbelstraRe reagierende Units). B: Positionen der rezeptiven Felder der abgeleiteten
MON-Units.
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15 Units reagierten nicht auf die WirbelstraBe, zeigten also bei keiner
Versuchsbedingung eine Veranderung der Spikerate oder des Antwortmusters (fur ein
Besipiel siehe Abbildung 3.23). Da diese Units nicht auf die Wirbelstralle reagierten,

kamen sie nicht in die weitere Auswertung.

3.4.2.1 Spikeraten

Abbildung 3.22 zeigt einen Boxplot der Spikeraten der verbliebenen 16 MON-Units.
Die 16 Units zeigten im Mittel eine Aktivitat von 14,24 + 2,28 Spikes pro Sekunde bei
laminarer Stromung (Kontrolle, grauer Boxplot) und von 14,29 + 2,19 Spikes pro
Sekunde gemittelt ber die ubrigen funf Versuchsbedingungen. Es bestanden keine

Unterschiede der Spikeraten bei unterschiedlichen Versuchsbedingungen.
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Abb. 3.22: Spikeraten der MON Neurone. Boxplot der Spikeraten der MON Units bei
unterschiedlichen Versuchsbedingungen mit Mittelwert (gefullte Kreise) und Standardfehler. Bei mehr
als einem vollstdindigem Durchgang einer einzelnen Unit wurde zundchst der Mittelwert fiir jede
Position berechnet. Es wurden keine Unterschiede der Spikeraten bei unterschiedlichen
Versuchsbedingungen festgestellt.
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3.4.2.2 Entladungsmuster

Die reagierenden 16 Units zeigten ein burstartiges Entladungsmuster, wenn der Zylinder
in laminarer Stromung présentiert wurde (Abb. 3.24, 3.25). In turbulenter Stromung
(Zyl+ZGigcm und Zyl+ZGoscm) antworteten 8 dieser 16 Units nicht mehr auf die
Wirbelstrale (Abb. 3.24). Die anderen 8 Units reagierten auch dann auf die
Wirbelstrale, wenn diese in turbulenter Stromung préasentiert wurde (Abb. 3.25,
Zyl+ZGigcm und Zyl+ZGoscm). Bei 7 dieser 8 Units maskierte die stark turbulente
Stromung (Zyl+ZGiscm) die Wirbelstralle, sodass keine Antwort erkennbar war. Die
Peakzahl bei stark turbulenter Stromung (Zyl+ZGiscm; 30 Peaks) dhnelt der Peakzahl
aus der Kontrolle (kein Zylinder; 22 Peaks; Abb. 3.26, A). Bei schwach turbulenter
Stromung (Zyl+ZG24 cm) reagierten diese 8 Units mit burstartigen Entladungen (Abb.
3.25). Unit 11 zeigte bei stark turbulenter Strémung noch eine schwache Antwort auf
die WirbelstralRe (Abb. 3.25).

Die Peakzahl nahm im Vergleich zur Zylinderprasentation in laminarer Stromung unter
allen Versuchsbedingungen stark ab (Abb. 3.27, A). In laminarer Strémung wurden 202
Peaks gefunden. Bei stark turbulenter Stromung (ZG 18cm) und bei Stimulation ohne
Zylinder (nur ZG 18cm und 24cm, nur Stromung) nahm die Peakzahl stark ab (22 bis
30 Peaks). Bei schwach turbulenter Stromung (ZG 24cm) wurden ca. doppelt so viele

Peaks (58) gefunden werden.

Abbildung 3.26 zeigt die Verteilung der Peaks fiir jede Versuchsbedingung in einem
Zeitabschnitt von 5 Sekunden. Bei Présentation des Zylinders in laminarer Stromung
lagen alle Peaks (202 Peaks) in der N&he der berechneten VSF (1,2 Hz). In stark
turbulenter Stromung sowie bei den Kontrollen wurden deutlich weniger Peaks (22 bis
30 Peaks) gefunden (Abb. 3.26, 3.27). Die Streuung des zeitlichen Auftretens dieser

Peaks war grofier.

Abbildung 3.27, B zeigt die mittlere Peakamplitude (schwarze Linie mit gefullten
Kreisen und Standardfehler: Abb. 3.27, B oben) sowie die mittlere Peakamplitude in
Abhangigkeit der maximal mdglichen Peakzahl (relative mittlere Peakamplitude:

schwarze Linie mit geflllten Kreisen und Standardfehler: Abb. 3.27, B unten) fir alle
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Versuchsbedingungen. Die mittlere Peakamplitude bei laminarer Stromung mit Zylinder
(0,195£0,024) unterscheidet sich signifikant von der mittleren Peakamplitude der

Kontrolle bei schwach turbulenter Stromung (ZG24 cm: 0,016+0,0142; zwei-Stichproben-
t-test: p-Wert = 0,0375). Die relative mittlere Peakamplitude bei laminarer Stromung
mit Zylinder (0,175£0,022) unterschied sich hoch signifikant von allen anderen
Versuchsbedingungen (zwei-Stichproben-t-test: p-Wert < 0,0001). Die relative mittlere
Peakamplitude bei schwach-turbulenter Strémung mit Zylinder (Zylinder+ZGaacm;
0,037+0,0027) unterscheidet sich hochst signifikant von den bei allen anderen
Versuchsbedingungen ermittelten Peakamplituden (zwei-Stichproben-t-test: p-Werte
zwischen 0,0031 (Vergleich mit stark turbulenter Stromung) und weniger als 0,0001).
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Abb. 3.23: Beispiel einer nicht auf die Wirbelstral3e reagierenden MON Unit. ISI-Histogramme (A) und Autokorrelationskurven (B) von MON Unit 14 mit jeweils 2
Durchgéngen (Spalten). Das VSD (VSD; = 0,9s) wird durch schwarze Pfeile angezeigt.
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Abb. 3.24: Beispiel einer auf die Wirbelstralie reagierenden MON Unit. 1SI-Histogramme (A) und Autokorrelationskurven (B) von MON Unit 05 mit jeweils 4 Durchgéangen
(Spalten). Das VVSD (VSDs = 0,75s) wird durch schwarze Pfeile angezeigt.
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Abb. 3.25: Beispiel einer auf die Wirbelstralie reagierenden MON Unit. ISI-Histogramme (A) und Autokorrelationskurven (B) von MON Unit 20 mit jeweils 5 Durchgdngen
(Spalten). Das VVSD (VSDs = 0,75s) wird durch schwarze Pfeile angezeigt.
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Abb. 3.26: Peak Verteilung bei unterschiedlichen Versuchsbedingungen. Die Peakamplituden
(Korrelationskoeffizienten Werte) sind gegen die Zeit (Zeitfenster: 5 Sekunden) aufgetragen.
Stromungsgeschwindigkeit: vi=11,5¢cm/s; VSFi= ca. 1,33 Hz, VSD; = ca. 0,75s.
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Abb. 3.27: Peakzahl und Peakamplituden der Autokorrelationskurven. A: Peakanzahl bei
verschiedenen Versuchsbedingungen. Maximal mégliche Peakanzahl: 225. B: Boxplot der Amplitude
der Korrelationskoeffizienten (Peakamplituden) mit Mittelwert (geflllte Kreise) und Standardfehler. C:
Boxplot der relativen Amplitude der Korrelationskoeffizienten (Peakamplituden) mit Mittelwert
(gefillte Kreise) und Standardfehler. Die relative mittlere Peakamplitude bei laminarer Stromung mit
Zylinder (0,175+0,022) ist hochst signifikant von allen anderen Versuchsbedingungen verschieden
(zwei-Stichproben-t-test: p-Wert < 0,0001). Die relative mittlere Peakamplitude bei schwach turbulenter
Strdmung mit Zylinder (Zylinder+ZGascm; 0,037+0,0027) ist hdchst signifikant von allen anderen
Versuchsbedingungen verschieden (zwei-Stichproben-t-test: p-Werte zwischen 0,0031 (Vergleich mit
stark turbulenter Stromung) und weniger als 0,0001).
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4 Diskussion

41 MON-Neurone

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich Zellen aus dem MON abgeleitet. Der
MON stellt die erste Verarbeitungsstation in der aufsteigenden Seitenlinienbahn dar
(Wullimann and Grothe 2013) und gliedert sich nach New et al. (1996) in verschiedene
Schichten und Zelltypen (siehe 1.2; Abb. 1.2). Die Crestzellschicht (CCL) beinhaltet
den Grofteil der Axone und Somata der zentralen Neurone. Aus diesem Grund ist die
Wahrscheinlichkeit in dieser Schicht des MON abzuleiten erhéht. In der vorliegenden
Arbeit lagen alle vier Lasionen im dorsalen Teil der CCL (Abb. 3.1). Die Spikeraten der
zugehorigen MON-Units (Unit 12, 13, 35, 38) lagen im Mittel zwischen 4,1 (Unit 35)
und 8,16 (Unit 38) Spikes pro Sekunde. Die mittlere Aktivitdat der anderen 42
aufgezeichneten MON-Units (Teilkapitel 3.3) war mit 10,25 Spikes pro Sekunde etwas
hoher. Grundsatzlich glichen sich die reagierenden MON-Units sowohl in ihrer
Spikerate als auch in ihrer Antwortfrequenz. Daher ist es wahrscheinlich, dass die

meisten Neurone in der dorsalen CCL abgeleitet wurden.

4.2  Zylinderdistanz

4.2.1 Stromungswahrnehmung

Mehrere Studien haben gezeigt, dass bei groRraumiger Strdmung sowohl priméare
Afferenzen als auch MON-Neurone eine im Vergleich zum Stillwasser erhdhte Aktivitat
zeigen (beispielsweise Voigt et al. 2000; Carton and Montgomery 2002; Engelmann et
al. 2002; Chagnaud et al. 2008a; Herzog 2016). Die Aktivitatserh6hung kann variieren
und l&sst sich moglichweise mit Eingédngen von Oberflachen- oder Kanalneuromasten
begriinden (Engelmann et al. 2000, 2002; Carton and Montgomery 2002; Chagnaud et
al. 2006). Ublicherweise werden Fische bei elektrophysiologischen Experimenten mit
Frischwasser, welches durch die Kiemen geleitet wird, kiinstlich beatmet (siehe 2.1.2).

Der dadurch entstehende Wasserfluss entlang der Fischkorpers kann zu einer Erhéhung
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der neuronalen Aktivitat beziehungsweise zu einer Maskierung der neuronalen Antwort
fihren (Herzog 2016,). Die Stimulation der Seitenlinie erfolgte in dieser Arbeit mit
einem komplexen Reiz in Form einer Karmanschen WirbelstraRe, fiir deren Ausbildung
eine grollrdumige Wasserstromung erforderlich ist. Sowohl die Konstruktion als auch
die manuelle Steuerung des stromungserzeugenden Propellers erzeugten bei einer
Veranderung der Stromungsgeschwindigkeit starke UnregelmaRigkeiten und
Oberflachenwellen. Dies erhéhte die Wahrscheinlichkeit, eine Ableitung bei
Verdnderung oder Abschaltung der Stromung zu verlieren. Daher wurden die
elektrophysiologischen ~ Ableitungen  der  MON-Neurone von  Scardinius
erythrophthalmus ausschlieBlich bei grofirdumiger Strdmung durchgefiihrt. Die
potentielle Maskierung neuronaler Antworten durch eine groRraumige Wasserstrémung
oder die kunstliche Beatmung der Fische ist in den weiter oben genannten Arbeiten
ausfuhrlich beschrieben. Eine schwache Maskierung &ndert nichts am grundsatzlichen
Antwortmuster der MON-Neurone, dennoch wird die Starke der neuronalen Antwort
mit hoher Wahrscheinlichkeit abgeschwacht. In dieser Arbeit reagierten 31 von 73 Units
(49,32%) auf den présentierten Stimulus. Diese hohe Antwortrate spricht daftr, dass nur
wenige (oder keine) Units aufgrund der Maskierung durch die Stromung verloren bzw.

nicht gefunden wurden.

4.2.2 Stromungsgeschwindigkeit

Es wurden zwei Stromungsgeschwindigkeiten fiir die Stimulation der Seitenlinie
verwendet. MON-Units, die mit erhohter Stromungsgeschwindigkeit stimuliert wurden
(9 Units; v1=11,5cm/s), zeigten im Mittel eine Aktivitat von 9,43 + 6,23 Spikes pro
Sekunde bei Stimulation mit einem Zylinder (Kontrolle: 8,75 + 6,12 Spikes pro
Sekunde). 12 Units wurden mit geringerer Stromungsgeschwindigkeit (v2=9,5cm/s)
stimuliert, sie zeigten im Mittel eine Entladungsrate von 11,41 + 7,11 Spikes pro
Sekunde bei Stimulation mit einem Zylinder (Kontrolle: 11,4 + 7,78 Spikes pro
Sekunde). Nur bei Zylinderpréasentation waren die Spikeraten der MON-Units, die mit
hoher Stromungsgeschwindigkeit stimuliert wurden, signifikant niedriger (zwei-
Stichproben-t-test: p=0,0475; siehe Abb. 3.8, A), als die Spikeraten der Units, die mit
langsamer Stromungsgeschwindigkeit stimuliert wurden. Weitere Abhéngigkeiten der

Stromungsgeschwindigkeit wurden nicht festgestelit.
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4.2.3 Spikerate

MON-Units antworten sowohl mit einer Erhdhung als auch mit einer Verringerung der
Spikerate wahrend der Stimulation mit einem Zylinder (Klein et al. 2015). In der
vorliegenden Arbeit reagierten 8 MON-Units im Vergleich zur Kontrolle im Mittel mit
einer Erhdhung der Spikerate von > 20 % auf die Wirbelstralle. Eine Verringerung der
Spikerate im Vergleich zur Kontrolle wurde bei keiner Unit gefunden. Im Gegensatz zu
den in dieser Arbeit abgeleiteten MON-Units wurden keine primaren Afferenzen
gefunden, die mit einer signifikanten Zu- oder Abnahme ihrer Spikerate auf eine
Wirbelstralle reagierten (Chagnaud et al. 2007a). In der vorliegenden Arbeit zeigten
zwei MON-Units eine signifikante Abnahme ihrer Spikerate mit steigender
Zylinderdistanz. Eine dieser beiden Units (Unit 24) zeigte keine Erhéhung der Spikerate
in Gegenwart des Zylinders. Die Spikerate von Unit 24 war bei Zylinderdistanzen >
16cm sogar geringer als in der Kontrolle. Die restlichen MON-Neurone zeigten keine
Abhéngigkeit der Spikerate von der Zylinderdistanz. MON-Unit 12 (Abb. 3.10) zeigte
eine Zunahme der Spikerate mit jedem experimentellen Durchgang. Dies kann auf einen
erhdhten physiologischen Stress des Neurons hindeuten. Bei Stimulation mit einer
Wirbelstral3e zeigten 21 von 42 Units ein burstartiges Entladungsmuster (Abb. 3.7, A).
Die mittleren Spikeraten blieben dennoch unverandert.

4.2.4 Entladungsmuster

Im Gegensatz zu den Spikeraten bestanden teilweise deutliche Unterschiede in der
zeitlichen Antwort der MON-Units. Jede Unit zeigte bei mindestens einer
Zylinderposition ein burstartiges Entladungsmuster. 12 der 21 Units (5 Units mit v1
stimuliert, 7 Units mit v2 stimuliert) zeigten ein burstartiges Entladungsmuster bei allen
Zylinderpositionen (maximaler Zylinderabstand 24 cm, Abb. 3.10). Die restlichen 9
Units zeigten ein burstartiges Entladungsmuster nur bei Zylinderpositionen <16 cm
(Abb. 3.11). Primare afferente Nervenfasern leiten die sensorischen Informationen der
Haarsinneszellen zum zentralen Nervensystem. Hierbei kénnen Typ 1 und Typ 2 Fasern
unterschieden  werden.  Ableitungen vom  PLLN unter  Still- und
FlieRwasserbedingungen haben gezeigt, dass Typ 1 Afferenzen ON innervieren,
wéhrend Typ 2 Afferenzen KN innervieren (Engelmann et al. 2002). MON-Units
erhalten folglich Eingédnge von ON, KN oder von beiden Neuromastentypen. KN haben
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eine geringere  Stromungssensitivitat als ON und reagieren auch bei
Hintergrundstromung noch deutlich auf einen Dipolstimulus (Engelmann et al. 2002).
Die in der vorliegenden Arbeit aufgezeichneten MON-Units, die noch bei maximaler
Zylinderdistanz ein burstartiges Entladungsmuster zeigten, erhalten wahrscheinlich
Eingdnge vom Kanalsystem. Die anderen MON-Units erhielten moglicherweise
Eingénge von ON.

Mit Hilfe von PIV Aufnahmen wurde die Intensitat der KVS bestimmt (Abb.3.4, C). Sie
war maximal bei der geringsten Zylinderdistanz (8cm) und nahm mit steigender
Zylinderdistanz signifikant ab (Abb. 3.5). Aus den neuronalen Daten wurden 144 von
165 Peaks (87,27%) bei einer Zylinderdistanz von 12cm gefunden (Abb. 3.13, A).
Sowohl Peakzahl als auch relative Peakamplitude nahmen mit steigender
Zylinderdistanz (>12cm) signifikant ab(Abb. 3.13, B). Hierfiir gibt es zwei Erklarungen:
Einerseits erhielt ein Teil der MON-Units, wie weiter oben beschrieben, Eingange von
ON und ein anderer Teil von KN. In den neuronalen Daten der MON-Units mit ON
Eingangen (z.B. Abb. 3.11) wurden bei grélReren Zylinderdistanzen folglich nur wenige
Peaks gefunden. Andererseits fiihrte die bei steigender Zylinderdistanz geringer
werdende Intensitadt der KVS auch bei den MON-Units mit ON Eingéngen zu einer
Abnahme der Peakzahl und der relativen Peakamplitude. Obwohl die Intensitét der KVS
jeweils groRer war (Abb. 3.4, C), waren es bei einem Zylinderabstand von 8cm nur 116
Peaks (70,31%) und bei 10cm 139 Peaks (84,24). Die Wirbelablésung und die
vollstdndige Wirbelausbildung finden im Nachlauf des Zylinders statt. Das
abwechselnde Aufeinanderfolgen von Wirbeln unterschiedlichen Drehsinns (vollstandig
ausgebildete Wirbelstrale) ist die Grundlage fur das Detektieren der Peaks in den
neuronalen Daten. In der vorliegenden Arbeit war die Wirbelstral3e erst nach 10 bis
12cm vollstdndig ausgebildet (Abb.3.2). Aus diesem Grund wurden bei geringeren
Zylinderdistanzen weniger Peaks gefunden. In den Kontrollen wurden nur wenige Peaks
gefunden (15 Peaks 2 9,09%). Diese waren in keinem Fall auf burstartige

Entladungsmuster zurtickzuftiihren.
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4.3 Turbulente Stromung

43.1 KGundZG

Die Turbulenzbildung stromabwarts eines Gitters erfolgt zunachst ungleichmaRig. Kurz
hinter dem Gitter entsteht ein Bereich, der stark durch die direkten Blockierungseffekte
der Gitterstreben geprégt ist, eine homogen-turbulente Strémung entsteht erst mit
grolRerem Abstand zum Gitter (Roach 1986). In den KG-Versuchen der vorliegenden
Avrbeit erstreckte sich dieser Bereich bis etwa 3cm bis 4cm stromabwaérts des Gitters
(Abb. 3.15 und 3.16). Darauf folgt allerdings kein homogen-turbulenter Bereich.
Wihrend einige Studien den Abfall der turbulenten Energie als linear beschreiben
(beispielsweise Roach 1986; Uijttewaal and Jirka 2003), erfolgt in der vorliegenden
Avrbeit ein abrupter Abfall der Energie etwa 4cm stromabwaérts vom Gitter. Roach (1986)
nennt einige Faktoren, die bei der Turbulenzerzeugung mit einem Gitter zu drastischen
Verdnderungen flhren konnen: z.B. die GittergroRe oder Gittergeometrie, die
Entstehung von Grenzschichten am Gitter oder an den Kanalwanden oder die Rauheit
der Gitteroberflache. Ein weiterer Faktor kann die Durchlassigkeit des Gitters sein. Ist
diese zu gering (< 50%), kann dies zu Instabilitaten in der Strémung fiihren. Nach
Formel 2.4 betragt die Durchlédssigkeit des KG der vorliegenden Arbeit 45%,
maoglicherweise eine Ursache flir das abrupte Abbrechen der Turbulenzen. Gitter konnen
in Stromungsuntersuchungen sowohl fur die Erzeugung als auch fiir die Reduzierung
von Turbulenzen verwendet (Roach 1986). Etwa 5cm stromabwarts des KG sind die
RMS-Werte bei einer Stromungsgeschwindigkeit von 11,5cm/s (Abb. 3.16Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden., F) im Mittel geringer als die RMS-
Werte der Kontrolle (Abb. 3.16, E). Ursache hierfiir kann einer der zahlreichen weiter

oben beschrieben potentiellen Faktoren sein.
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Nachdem sich das KG als ungeeignet fir die weiteren Versuche herausgestellt hat,
wurde ein ZG fur die Erzeugung turbulenter Strémung genutzt. Aufgrund der vertikalen
Ausrichtung der Zylinder erfolgt die Bildung der Turbulenzen besonders in der x-y-
Ebene. Verwirbelungen in z-Richtung werden somit reduziert, dennoch bleibt ein
komplexes 3D-System der Wirbelstrukturen bestehen, indem horizontal ausgerichtete

Wirbel nicht unabhdngig voneinander bestehen kénnen (Fincham et al. 1996).

Die turbulente Stréomung kann erst nach einer bestimmten Distanz, die von der
Maschenweite und dem Durchmesser des ZG abhangt, als homogen angesehen werden
(Roach 1986; Uijttewaal and Jirka 2003). Die Distanz zwischen Fisch und Stimulations-
Zylinder wurde folglich so gewahlt, dass die Distanz groR genug damit sich die
Wirbelstralle vollstandig ausbilden konnte. Andererseits war auch der Abstand zum
Zylindergitter (Distanz zum Fisch) ausreichend, damit der Zylinder nicht im direkten
Nachlauf des ZG war.

4.3.2 Spikeraten

In der vorliegenden Arbeit reagierten 3 MON-Units im Vergleich zur Kontrolle im
Mittel mit einer Erhéhung der Spikerate von mindestens 20% auf die Wirbelstral3e. Zwei
dieser Units zeigten eine Spikeratenerhohung im Vergleich zur Kontrolle bei allen
Versuchsbedingungen mit Ausnahme von Versuchsbedingung V (ZG-Distanz 24cm).
Die grote Spikeratenerhthung war jeweils bei Stimulation mit Zylinder in laminarer
Strémung. Die WirbelstraRe wurde durch die turbulente Strdmung maskiert, sodass die
Spikeratenerhéhung im Vergleich zur Stimulation mit Zylinder in laminarer Stromung
abgeschwécht wurde. Die anderen 13 MON-Units zeigten im Vergleich zur Kontrolle
weder eine Veranderung der Spikerate bei Stimulation mit einer WirbelstraRe noch in
turbulenter Stromung (mit oder ohne Zylinder). Unit 05 zeigte eine Zunahme der
Spikerate mit jedem experimentellen Durchgang. Dies kann auf einen erhéhten
physiologischen Stress des Neurons hindeuten. Eine Verringerung der Spikerate im

Vergleich zur Kontrolle wurde bei keiner Unit gefunden.
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4.3.3 Entladungsmuster

16 von 31 MON-Units reagierten auf die Stimulation mit einem Zylinder in laminarer
Stromung mit einem burstartigen Entladungsmuster. In turbulenter Strémung
(Zyl+ZG1gcm und Zyl+ZGoscm) zeigten 8 dieser 16 Units keine Antwort mehr auf die
Wirbelstralle (Abb. 3.24). Die anderen 8 Units reagierten bei schwach turbulenter
Stromung (Zyl+ZG24 cm) noch immer mit burstartigen Entladungen (Abb. 3.25). MON-
Units erhalten, wie schon weiter oben beschrieben, Eingange von ON, weniger
stromungssensitiven KN oder von beiden Neuromastentypen. Die 8 MON-Units, die
auch bei turbulenter Stromung ein burstartiges Entladungsmuster zeigten, erhielten
wahrscheinlich Eingdnge vom Kanalsystem. Die anderen MON-Units erhielten
maoglicherweise Eingdnge von ON. Nur eine Unit (Unit 11) zeigte bei stark turbulenter

Strdmung noch eine schwache Antwort auf die WirbelstralRe (Abb. 3.25).

Abbildung 3.26 zeigt die Verteilung der Peaks fiir jede Versuchsbedingung in einem
Zeitabschnitt von 5 Sekunden. Bei Prasentation des Zylinders in laminarer Strémung
lagen alle Peaks nahe der berechneten VSF (1,2 Hz). Durch das Zylindergitter
verlangsamte sich die Stromung im Umfeld des Zylinders. Folglich verringerte sich die
VSF von 1,2 Hz auf 1,1 Hz. Diese Verringerung der VSF spiegelt sich auch in den
neuronalen Antworten bei Zylinderprasentation in schwach turbulenter Strémung

wieder.

Die Peakzahl nahm im Vergleich zur Zylinderprésentation in laminarer Strémung unter
allen anderen Versuchsbedingungen stark ab (Abb. 3.27, A). In den Kontrollen wurden
nur 22 Peaks gefunden. Diese waren in keinem Fall auf burstartige Entladungsmuster
zurtickzufuhren und wurden zufallig gefunden. Auch zuféllig detektierte Peaks kdnnen
eine &hnliche Amplitude haben, wie Peaks die aus einer Antwort auf die
Zylinderpréasentation entstehen. Ein Vergleich der Mittelwerte ist also wenig
aussagekraftig. Setzt man die Peakamplitude ins Verhaltnis mit der Peakzahl der
jeweiligen Versuchsbedingung, gibt die relative Peakamplitude einen besseren
Vergleich (Abb. 3.27).
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Bei Zylinderprasentation in laminarer Stromung (0,175+£0,022) unterschied sich die
relative Peakamplitude hdchst signifikant von allen anderen Versuchsbedingungen
(zwei-Stichproben-t-test: p-Wert < 0,0001). Bei Zylinderprésentation in schwach
turbulenter Stromung (Zylinder+ZGzacm; 0,037+0,0027) unterschied sie sich signifikant
von allen anderen Versuchsbedingungen (zwei-Stichproben-t-test: p-Werte zwischen
0,0031 (Vergleich mit Zylinderpréasentation in stark turbulenter Stromung) und weniger
als 0,0001).

44 Fazit

In dieser Arbeit wurden die Antworten von medulldren Seitenlinienneuronen auf
Wirbelstral3en in laminarer und turbulenter Stromung untersucht. Es wurde gezeigt, dass
MON-Units in laminarer Stromung mit einer Abnahme der Spikerate auf eine steigende
Zylinderdistanz reagieren kdnnen und dass die Intensitat der Antworten von MON-Units
bei steigender Zylinderdistanz abnimmt. Es wurden zwei verschiedene Antworttypen
identifiziert, welche sich mdglicherweise mit der mit der Innervierung der MON
Neurone durch ON oder KN begriinden lassen. Es wurde gezeigt, dass MON Neurone
auch unter turbulenten Stromungsverhaltnissen Informationen einer WirbelstraRe
abbilden konnen. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit sollten in Zukunft weitere
elektrophysiologische Untersuchungen an verschiedenen Spezies und weiteren

Kerngebieten durchgefiihrt werden.
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Anhang

A. Ringer Losung

Ringer Lésung 1000 ml
Destilliertes Wasser 700 ml
NaCl 5,902 g
KClI 0,261 g
NaHCO3 2,100 g
TRIS-Puffer 0,121g
MgSOq 0,296 g
CaCl, 0,277 g
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Cresyl-Violet-Farbe Protokoll

Ethanol 70%
Ethanol 80%
Ethanol 96%
Isopropanol 100% |
Isopropanol 100% 1
Isopropanol 100% 111
Xylol |

Xylol II

Xylol 111

Isopropanol 100% 111
Ethanol 96%
Ethanol 80%
Ethanol 70%

Agua bidest. |

Cresyl violet (0.2 %)
Aqua bidest. |

Aqua bidest. 11

Ethanol 70%

1 min
1 min
1 min
1 min
1 min
1 min
3 min
3 min
3 min
1 min
1 min
1 min
1 min
10 min
5-7 min
5-10 sec

0.5—1 min

Ethanol 80% + 2 Tropfen acetic acid

Ethanol 96%

auf Sicht entfarben
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22

23

24

25

26

27
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Isopropanol 100% |
Isopropanol 100% |1
Isopropanol 100% 111
Xylol |

Xylol 11

Xylol 111

Eindeckeln Roth Histokit 11

5 min
5 min
5 min
5 min
5 min

5 min
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