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1 ZUSAMMENFASSUNG

Schalllokalisation ist eine der wichtigsten Aufgaben unseres Horsystems. Die Position
von tieffrequenten Schallquellen wird vor allem auf der Basis von interauralen
Zeitdifferenzen (ITD) bestimmt. Die Verarbeitung solcher ITDs findet in der medialen
oberen Olive (MSO), einer Struktur des auditorischen Hirnstamms statt (Goldberg and
Brown, 1969; Yin and Chan, 1990; Spitzer and Semple, 1995), die zum ersten Mal in
der aufsteigenden Horbahn binaurale akustische Information verarbeitet. Die Zellen in
der MSO bekommen von beiden Ohren erregende und hemmende Eingénge. Ein
zeitlich prizise abgestimmtes Zusammenspiel dieser vier Eingidnge sorgt fiir die
richtige Einstellung der ITD-Empfindlichkeit in der Wiistenrennmaus (Brand et al.,
2002). Die Koinzidenz der erregenden Eingéngen alleine erzeugt eine ITD-Sensitivitit,
die bei ca. 0 ITD ihre maximale Antwort hat. Dadurch liegt die maximale Steigung der
ITD-Funktion auBerhalb des physiologisch relevanten Bereiches. Die Inhibition sorgt
dafiir, dass die maximale Antwort in den contralateralen Bereich verschoben und somit
die maximale Steigung der ITD-Funktion auf den Bereich der physiologisch relevanten
ITDs abgestimmt wird. Die glyzinergen inhibitorischen Projektionen zur MSO der
Wiistenrennmaus sind vor Horbeginn noch diffus verteilt und innervieren Somata und
Dendriten gleichermalen. Weniger als zwei Wochen nach Horbeginn sind diese
hemmenden Eingange jedoch auf die Somata der MSO-Neurone beschrinkt (Seidl,
1999). Diese Beschriankung ist abhdngig von binauraler Aktivitdt (Kapfer, 1999).

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass diese Eliminierung der dendritischen
inhibitorischen FEingdnge in der Wiistenrennmaus durch die Aufzucht in
omnidirektionalem weilem Rauschen wéhrend einer kritischen Periode nach
Horbeginn unterdriickt werden kann. Fiir die normale Entwicklung der rdumlichen
Verteilung der glyzinergen Synapsen in der MSO ist also normale akustische Erfahrung
notwendig. Bei Tieren, die ITDs nicht zur Schalllokalisation verwenden, kommt es zu
keiner solchen Entwicklung. Vor Hérbeginn und auch im Erwachsenenstadium sind die
inhibitorischen Eingénge auf den Zellen der MSO gleichméBig {iber Soma und
Dendriten verteilt.

Als weiteres Ergebnis wird beschrieben, dass es eine Verdnderung der ITD-
Empfindlichkeit nach Horbeginn gibt. Die Abstimmung der maximalen Steigungen der

ITD-Funktionen auf den physiologischen Bereich nach Horbeginn unterbleibt, wenn



die rdumlichen akustischen Signale durch weilles Rauschen wihrend der kritischen
Periode maskiert werden. Diese Entwicklung korreliert mit der Verteilung der
glyzinergen Synapsen an MSO-Neuronen. Werden erwachsene Tiere weilem Rauschen
ausgesetzt, so kommt es zu einer Anderung der ITD-Empfindlichkeit, die reversibel ist,
aber nicht mit der unterdriickten Entwicklung nach Horbeginn vergleichbar ist.

Diese Arbeit zeigt, dass die korrekte strukturelle Entwicklung inhibitorischer
Synapsen  notwendig ist um  die  biophysikalische = Grundlage fiir
Schalllokalisationsmechanismen zu schaffen. Diese Entwicklung ist abhéngig von der
Erfahrung rdumlicher akustischer Signale. Somit ist sie ein Beispiel fiir ein System, das
sich direkt durch die Information die es spéter verarbeitet, selbst abstimmt und

optimiert.



2 EINLEITUNG

Das menschliche Bewusstsein und die Wahrnehmung der Wirklichkeit wird
malgeblich durch unsere Umwelt bestimmt. Unsere Sinne machen uns zugéinglich fiir
Einfliisse von AuBen indem sie die Aufnahme verschiedenster Informationen
ermoglichen. Eines unserer wichtigsten Sinnessysteme ist das Horen. Horen ermoglicht
uns die zwischenmenschliche Kommunikation durch akustisch artikulierte Sprache, die
Aufnahme vielféltiger Klangeindriicke aus der Natur und nicht zuletzt den Genuss von
Musik. AuBlerdem gestattet unser Horsystem die Aufnahme von Informationen, die
aufgrund ihrer Entfernung oder aufgrund von Dunkelheit dem Sehsystem nicht
zugéinglich sind. Die Lokalisation von Schall war frith in der Evolutionsgeschichte
iiberlebenswichtig, um Beute zu finden oder Feinde zu erkennen. Schalllokalisation
ermoglicht durch Schalltrennung auflerdem die rdumliche Zuordnung von

verschiedenen Schallquellen.

2.1 SCHALLLOKALISATION

Die rdumliche Zuordnung akustischer Informationen, die Schalllokalisation, ist eine der
wichtigsten Aufgaben des Horsystems. Abhdngig von der Lage der Schallquelle relativ
zum Zuhorer, arbeitet Schalllokalisation nach unterschiedlichen Methoden. Zur
Lokalisation der Schallquelle im Azimut stehen zwei verschiedene Parameter zur
Verfiigung (Rayleigh, 1907): interaurale Zeitdifferenzen (engl. interaural time
differences, ITD) und interaurale Intensititsdifferenzen (engl. interaural intensity
differences, IID). IIDs, die zwischen den beiden Ohren durch eine Abschwéchung des
Schalls am Kopf entstehen, sind der Hauptanhaltspunkt fiir die Ortung von hohen
Frequenzen. Sogar Sdugetiere mit relativ kleinen Kopfen, wie Fledermduse oder
Mause, konnen durch diese Intensitdtsunterschiede die Herkunftsrichtung von Schall
mit grofer Genauigkeit auflosen (Heffner and Heftner, 1990).

Tieffrequenter Schall (< 1500 Hz Wellenldnge) wird von Hindernissen weniger
reflektiert als hochfrequenter. Wenn die Wellenlédnge des akustischen Stimulus grof3er
ist als der Ohrabstand, sind die Intensitdtsunterschiede zur Lokalisation praktisch nicht
mehr verfiigbar. Bedingt durch die rdumliche Trennung ergeben sich aber Unterschiede

in der Ankunftszeit des Schalls an beiden Ohren, also interaurale Zeitdifferenzen, ITDs.
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Die erste Verarbeitung solcher ITDs findet in einer Struktur des auditorischen
Hirnstamms von Sdugern, der medialen oberen Olive statt (engl. medial superior olive,
MSO) (Yin and Chan, 1990; Irvine, 1992). Die MSO ist eine Teilstruktur des oberen

Olivenkomplexes (engl. superior olivary complex, SOC).

2.2 BINAURALE KERNE DES OBEREN OLIVENKOMPLEXES

Der obere Olivenkomplex im auditorischen Hirnstamm bildet die erste Station der
afferenten Horbahn. Er verarbeitet Eingéinge von beiden Ohren und besteht aus bilateral
angeordneten Strukturen. Der SOC setzt sich aus verschiedenen Neuronengruppen
zusammen, die zu funktionellen Einheiten zusammengefasst werden, sogenannten
Kerngebieten, (Abbildung 1). Wichtige Kerngebiete des SOC sind neben der MSO u.a.
die laterale obere Olive (engl. lateral superior olive, LSO), der mediale und laterale
Nukleus des Trapezkorpers (engl. medial nucleus of the trapezoid body, MNTB, bzw.
lateral nucleus of the trapezoid body, LNTB) und der obere paraolivire Nukleus (engl.
superior paraolivary nucleus, SPN).

Die laterale obere Olive, auffallig durch ihre S-formige Struktur, ist verantwortlich
fiir die Verarbeitung der bereits erwéhnten IIDs. Die LSO erhélt erregende Eingédnge
von ipsilateral durch Neurone des ventralen Nucleus cochlearis (engl. ventral cochlear
nucleus, VCN). AuBlerdem einen durch den Neurotransmitter Glyzin vermittelten
hemmende FEinginge vom MNTB der gleichen Seite, der seinerseits vom
contralateralen VCN erregt wird. Durch Subtraktion dieser Einginge antworten LSO
Neurone maximal bei Schall aus ipsilateraler Richtung und minimal bei Schall aus

contralateraler Richtung (Abbildung 2).
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Mittellinie dorsal

lateral

LNTB

MSO

Abbildung 1

Darstellung einiger wichtiger Kerne des SOC einer Wiistenrennmaus

Nissl-Farbung der rechten Seite des auditorischen Hirnstamms einer Wiistenrennmaus. Zur besseren
Erkennbarkeit sind die Kerne der Farbung um unteren Bild nachskizziert. Deutlich zu erkennen ist die S-
formige Struktur der LSO. Weiter medial bzw. ventral finden sich die in dorsoventraler Richtung
angeordnete MSO, der SPN, der MNTB und lateral der MSO der LNTB. Abbildung leicht modifiziert
nach (Seidl, 1999). MaBistab 200 pm.
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Abbildung 2 Funktionsweise der LSO

Die LSO erhdlt einen erregenden Eingang von ipsilateral und einen hemmenden Eingang von
contralateral. Durch sich verdndernden interaurale Intensititsdifferenzen wirken beide Einginge
unterschiedlich auf das Antwortverhalten von LSO-Neuronen. Ist der erregende Eingang bei Schall aus
der ipsilateralen Hemisphire stirker als der hemmende Eingang, so kommt es zu einer hohen Feuerrate,
und umgekehrt. Abbildung aus Grothe, 2000.

2.2.1 DIE MSO UND IHRE EINGANGE

Die MSO ist ein bilateraler Kern im auditorischen Hirnstamm der akustische Signale
von beiden Ohren verarbeitet. Die MSO wurde erstmals von Ramon y Cajal (Ramon y
Cajal, 1907) als Teil des SOC beschrieben. Die Zellpopulation der MSO setzt sich aus
verschiedenen Neuronentypen zusammen. Die primdren MSO Zellen (engl. principal
cells) liegen beispielsweise bei der Katze (Abbildung 3) und auch in der
Wiistenrennmaus in hoch geordneter Form vor. Die Zellen sind in einem sich von
dorsal nach ventral erstreckenden Zellband angeordnet und haben orthogonal zur
dorsoventralen Achse angeordnete bipolare Dendriten, die sich nach medial und lateral
erstrecken (Ramon y Cajal, 1907; Stotler, 1953). Die MSO erhilt binaurale erregende
Eingénge von den sogenannten ,spherical bushy cells’ im VCN (Osen, 1969; Warr,
1972; Ryugo, 1992; Smith et al, 1993; Beckius et al., 1999). Die binauralen
glyzinergen hemmenden Eingdnge kommen vom LNTB der ipsilateralen Seite, der
vom ipsilateralen Ohr getriebenen wird, und vom contralateralen Ohr getriebenen
MNTB der ipsilateralen Seite (Abbildung 4; Katze: Clark, 1969; Perkins, 1973; Cant,
1991, Wiistenrennmaus: Cant and Hyson, 1992; Kuwabara and Zook, 1992). Die

Existenz inhibitorischer Einginge wurde durch physiologische Untersuchungen
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(Goldberg and Brown, 1969; Grothe et al., 1997, Batra et al., 1997a; Grothe and Park,
1998) und durch die pharmakologische Blockade von Glyzin gestiitzt (Grothe et al.,
1992; Grothe and Sanes, 1993; Grothe, 1994; Grothe and Sanes, 1994; Grothe, 1997).
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Abbildung 3 Anatomie der MSO nach Ramon y Cajal

a, LSO (links) und die MSO (rechts) der rechten Seite des SOC einer Katze. b, Golgi-gefiarbte MSO-
Zellen und die geordnete Orientierung der bipolaren Zellen. Deren Dendriten erstrecken sich nach medial
bzw. lateral und die Zellen in der MSO sind regelmdfig iibereinander aufgestapelt. Abbildung aus

,History of the nervous system, Vol. I’ von Ramon y Cajal, © 1995 by Oxford University Press, Inc.,
siehe auch Grothe, 2000.

Die exzitatorischen Einginge vom VCN zur MSO sind phasengekoppelt, d.h. die
Aktionspotentiale sind synchronisiert zu jedem Zyklus der sinusférmigen Schallwelle
eines Reintons (Abbildung 5). Die bereits im Hornerv existente Phasenkopplung
(Galambos and Davis, 1943; Kiang et al., 1965; Rose et al., 1967) wird durch die

,spherical bushy cells’ im VCN verbessert (Joris et al., 1994a; Joris et al., 1994b) und
an die MSO weitergegeben.
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Abbildung 4 Querschnitt des auditorischen Hirnstamms und Eingénge zur MSO

a, Ansicht des Gehirns einer Wiistenrennmaus von lateral. Von links nach rechts sind Bulbus olfaktorius,
Cortex, Cerebellum und darunter der Hirnstamm zu sehen. Zum rechten unteren Bildrand hin erstreckt
sich das rostrale Ende des Riickenmarks. Die weille Linie gibt die ungefdhre Position des Querschnitts
von b an. b, Schematischer Querschnitt des auditorischen Hirnstamms der Wiistenrennmaus. Die MSO
erhélt von beiden Seiten erregende Eingdnge vom VCN und hemmende Eingidnge vom ipsilateralen
LNTB bzw. dem ipsilateralen MNTB. LNTB und MNTB bekommen ihrerseits erregende Eingéinge vom
ipsilateralen bzw. contralateralen VCN. Der DNLL erhélt einen direkten erregenden Eingang von der
MSO. Der dorsale Nucleus des lateralen Lemniscus (DNLL) erhélt einen direkten erregenden Eingang
von der ipsilateralen MSO. Bild in a von www.brainmuseum.org.
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Schallwelle

Phasengekoppelte
Antwort

Abbildung 5 Phasengekoppelte Antwort
Ist die Antwort einer Zelle oder Phase phasengekoppelt, so tritt das Aktionspotential nur bei einem
bestimmten Phasenwinkel des sinusférmigen Stimulus, hier der Schallwelle, auf.

Tieffrequente MSO Neurone zeigen ebenfalls phasengekoppelte Feuerraten bei der
Stimulation mit tieffrequenten Tonen (Galambos et al., 1959; Goldberg and Brown,
1969; Crow et al., 1978; Yin and Chan, 1990; Spitzer and Semple, 1995; Batra et al.,
1997a).

Die inhibitorischen Eingéinge zur MSO weisen eine Spezialisierung fiir schnelle
synaptische Ubertragung auf (Smith et al., 1998; Spirou et al., 1998b; Taschenberger
and von Gersdorff, 2000). Die MSO erhélt hemmende Eingéinge sowohl ipsilateral vom
LNTB der gleichen Seite als auch von contralateral iiber den ipsilateralen MNTB
(Abbildung 4). Der MNTB ist wahrscheinlich die Struktur mit der hochsten
Konzentration des inhibitorischen Transmitters Glyzin im gesamten Gehirn (Wenthold
et al., 1987). MNTB Neurone werden nur von einer einzigen Synapse pro Soma erregt
(Ramon y Cajal, 1907; Morest, 1968), den sogenannten Calyxsynapsen, die durch ihre
Struktur fiir die schnellste und sicherste Ubertragung im gesamten Gehirn sorgen
(Forsythe and Barnes-Davies, 1993; Brew and Forsythe, 1995). Tatsichlich sind
MNTB Neurone sogar besser phasengekoppelt als die ,globular bushy cells’ des VCN
(Smith et al.,, 1998). Somit sind die Neurone des MNTB in der Lage, die
phasengekoppelte Antwort weiterzugeben (Smith et al., 1998). Das inhibitorische
Ausgangssignal vom MNTB spiegelt das Zeitmuster des Schalls zeitlich sehr genau
wider (vgl. Grothe, 2000) und ist ein bedeutender hemmender Eingang fiir

verschiedene ipsilaterale Kernbereiche (LSO, MSO) des Hirnstamms.
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Ein bedeutender Anteil der LNTB Neurone ist glyzinerg (Spirou and Berrebi,
1997) und erhilt seine Einginge wie der MNTB von den ,globular bushy cells’ des
VCN. LNTB Neurone werden von gro3en synaptischen Terminalen innerviert (Spirou
et al., 1998a), dhnlich den Eingéngen zu VCN und MNTB, die sich durch eine schnelle
synaptische Ubertragung auszeichnen. Die morphologischen Ahnlichkeiten zwischen
LNTB Zellen, den ,globular cells’ im VCN und MNTB Zellen lassen vermuten, dass
diese Neurone auch funktionelle Attribute teilen. Tatsdchlich wurde eine
phasengekoppelte Antwort von LNTB Zellen in vivo beschrieben (Grothe and Park,
1998). Die physiologischen Eigenschaften von LNTB Zellen entsprachen in vitro
(Grothe and Sanes, 1993; Grothe and Sanes, 1994) und in vivo (Grothe et al., 1997)
grundsétzlich denen des MNTB.

Die auf die MSO treffenden inhibitorischen Projektionen sind also auf eine zeitlich
prizise Ubertragung spezialisiert und sind somit in der Lage, phasengekoppelte Signale

weiterzugeben.

2.2.2 ITD-SENSITIVITAT DER MSO

MSO Neurone haben mehrere physiologische Eigenschaften, die sie fiir die
Verarbeitung von interauralen Zeitdifferenzen pradestinieren. Einzelzellableitungen
von MSO Zellen in verschiedenen Sdugetieren zeigen, dass ein grof3er Teil der Neurone
von beiden Seiten einzeln erregbar ist (solche Zellen werden E/E Neurone genannt, ,E’
fiir ’Excitation’) (Katze: (Caird and Klinke, 1983; Yin and Chan, 1990); Hund:
(Goldberg and Brown, 1969); Wiistenrennmaus: (Spitzer and Semple, 1995; Brand et
al., 2002; Brand, 2003); free-tailed bats: (Grothe and Park, 1998).

Wie bereits erwdhnt bekommt die MSO ihre exzitatorischen Eingdnge von den
,spherical bushy cells’ des VCN. Diese Zellen verbessern die Phasenkopplung des
Hornervs und geben dieses phasengekoppelte Signal an die Neuronen der MSO weiter,
die ihrerseits ebenfalls eine phasengekoppelte Antwort auf tieffrequente Tonstimuli
zeigen (Galambos et al., 1959; Goldberg and Brown, 1969; Crow et al., 1978; Yin and
Chan, 1990; Spitzer and Semple, 1995; Batra et al., 1997a).

Eine weitere wichtige Eigenschaft von MSO Neuronen ist die Selektivitit fiir
bestimmte ITDs. Abbildung 6 zeigt die ITD-Sensitivitit einer MSO Zelle einer Katze.

Die Zelle antwortet hier bei ungefihr +33 us, der sogenannten besten ITD, am besten,
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d.h. mit der maximalen Feuerrate. Wird die interaurale Zeitdifferenz groBer oder

kleiner, so wird die Antwort schwécher.
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Abbildung 6 ITD-Sensitivitiit in der MSO der Katze

Das Diagramm zeigt ITD-Funktionen einer MSO-Zelle bei Reinténen von 500 bis 1700 Hz. Das Neuron
antwortet am besten, unabhéngig von der Frequenz, bei ca. + 33 s, bei der sogenannten besten ITD. Die
Hochstwerte links und rechts der besten ITD fallen nicht mehr {ibereinander, eine Folge der
unterschiedlichen Wellenldngen der einzelnen Stimuli. Abbildung aus , Interaural time sensitivity in
medial superior olive of cat’, T. Yin und J.C. Chan, Journal of Neurophysiology, volume 64, August
1990 (Yin and Chan, 1990).

Wie der Stimulus, so ist auch die ITD-Funktion bei der Reizung mit einem
tieffrequenten Reinton sinusformig (siche auch Abbildung 7). Verdndert man die ITD
von der besten ITD hin zu gréeren Werten, so wird die Antwortrate erst kleiner, bevor
sie wieder auf den maximalen Wert zu steigen beginnt, sie ist also zyklisch. Der
Nachweis der Koinzidenzdetektorfunktion der MSO-Neurone wurde durch die
Berechnung der besten ITD anhand der monauralen Periodenhistogramme erbracht
(Yin and Chan, 1990). Eine ITD-sensitive Zelle antwortet am besten auf eine
bestimmte Phase des monauralen Stimulus. Mit den Phasenverschiebungen von beiden
monauralen Antworten ldsst sich die theoretisch beste IPD der binauralen Antwort
voraussagen und stimmt mit den durch binaurale Stimulation gewonnenen Ergebnissen
iiberein (Goldberg and Brown, 1969; Yin and Chan, 1990; Spitzer and Semple, 1995;
Grothe and Park, 1998). AuBlerdem war die maximale binaurale Antwort der Zellen
grofer als die Summe der monauralen Antworten. Dieser Vergleich der monauralen
und binauralen Antworten deutet an, dass es zu einer Hemmung von weniger

bevorzugten ITDs und einer Verstidrkung von bevorzugten ITDs kommt (Yin and Chan,
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1990). Das Prinzip der Koinzidenzdetektion ist in Abbildung 7 dargestellt. Die ITDs
sind hier als interaurale Phasendifferenzen (IPDs) aufgetragen. Dabei wird die ITD auf
die Frequenz des sinusformigen Stimulus ,normalisiert’. Per Definition ist die IPD die
ITD in Sekunden mal der Frequenz in Hertz, die Einheit wird in Zyklen oder
Winkelgraden angegeben.

IPD = X Zyklen IPD =X+ 1 Zyklus
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Abbildung 7 Prinzip der Koinzidenzdetektion in der MSO

Die Antworten beider Eingdnge zur MSO sind phasengekoppelt zu dem akustischen Stimulus, der auf
das Ohr auftrifft. Kommen diese beiden Signale mit einer bestimmten IPD (im Beispiel ist die
sogenannte beste IPD gleich 0) an, so iiberlagern sich die Aktionspotentiale beider Eingéinge und es
kommt zur maximalen Antwort der Zelle (linkes Szenario). Werden die Stimuli um 180° oder um einen
halben Zyklus verschoben, so feuern die erregenden Eingénge mit dem grofftmoglichen zeitlichen
Abstand, es kommt zur minimalen Antwort der Zelle (mittleres Szenario). Die Antwortrate liegt
unterhalb der monauralen Antwort, d.h. wird fiir diese weniger bevorzugte ITD unterdriickt. Werden die
Stimuli zeitlich weiter gegeneinander verschoben, so iiberlagert sich der sinusoidale Stimulus erneut und
es kommt wiederum zur maximalen Antwort der Zelle (rechtes Szenario). Die Zelle zeigt ein zyklisches
Antwortverhalten, d.h. solange sich die Stimuli zeitlich iiberlagern, kann es bei einer bestimmten IPD
auch zu einer Koinzidenz der beiden erregenden Signale kommen. (Die abgebildete ITD-Funktion wurde
tatsdchlich im DNLL abgeleitet.)

Werden die beiden Stimuli von der besten IPD ausgehend verschoben, so entfernen
sich die beiden erregenden Eingangssignale zeitlich voneinander, die Antwortrate der

Zelle sinkt. Bei weiterem Verschieben der Stimuli {iberlagern sich die wellenférmigen
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Reizsignale wieder und die phasengekoppelten Antworten der beiden Eingénge treffen
zeitgleich auf die Zelle auf, es kommt zur maximalen Entladung.

Die beste ITD, also die ITD bei der die Zelle die stirkste Antwort zeigt, ist
unabhingig von der Stimulusfrequenz (Abbildung 6). Die minimale Antwort, der
sogenannte ,Trough’ (engl. fiir ,Tiefpunkt’) dndert sich jedoch in Abhdngigkeit von der
Frequenz. Die frequenzunabhédngige ITD der maximalen Feuerrate ist definiert als die
charakteristische Verzogerung (engl. characteristic delay, CD). Die CD kann in einem
Phasen-Frequenz Plot (Abbildung 8) ermittelt werden, den man durch Auftragen der

besten IPDs einer Zelle bei verschiedenen Stimulusfrequenzen als Funktion der

Frequenz erhilt.
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Abbildung 8 Phasen-Frequenz-Darstellung

In dem Diagramm sind die besten IPDs der MSO-Zelle von Abbildung 6 als Funktion der Frequenz
aufgetragen. Der Schnittpunkt der Angleichungsgeraden mit der Y-Achse gibt die charakteristische
Phase (CP) an. Die Steigung der Angleichungsfunktion ist die charakteristische Verzdgerung (engl.
characteristic delay, CD). Abbildung aus , Interaural time sensitivity in medial superior olive of cat’, T.
Yin und J.C. Chan, Journal of Neurophysiology, volume 64, August 1990 (Yin and Chan, 1990).

In dem Diagramm sind auf der X-Achse die Stimulationsfrequenzen und auf der Y-
Achse die besten IPDs aufgetragen. Der Schnittpunkt der Anpassungsfunktion des
Phasen-Frequenz-Plots mit der Ordinate gibt den Wert der charakteristischen Phase
(CP) an. Die CP dient als Anhaltspunkt dafiir, ob eine tieffrequente Zelle iiber
verschiedene Frequenzen ihre maximale Entladung bei konstanter ITD (,peak-type’),
oder ihre minimale Entladung bei einer konstanten zeitlichen Verzogerung (,trough-

type’) hat. Die Definitionen fiir ,peaker’ und ,trougher’ sind in der Literatur klar
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definiert: Neurone mit CPs um 0 sind ,peak-type’, und solche mit einer CP um 0,5 sind
,trough-type’ (Yin and Kuwada, 1983; Yin and Chan, 1990; Spitzer and Semple, 1995;
Batra et al., 1997a; Fitzpatrick et al, 2000). ,Peak-type’ Neurone sind
Koinzidenzdetektoren und bekommen einen binauralen exzitatorischen Eingang (E/E),
wiéhrend eine ,trough-type’ Antwort durch die Interaktion eines exzitatorischen und
einen inhibitorischen Eingang (E/I) zustande kommt. Weniger Ubereinstimmung gibt
es allerdings bei der Beurteilung der Mischformen. Fitzpatrick et al. bezeichnen
Neurone mit einer CP von 0,25 als ,intermediate’ (Fitzpatrick et al., 2000), wohingegen
bei Fitzpatrick und Kuwada ,peaker’ eine CP von 0 bis 0,25 und ,trougher’ eine CP
von 0,25 bis 0,5 haben (Fitzpatrick and Kuwada, 2001). Wéhrend ,peak-type’
Antworten ihren Ursprung in der MSO haben (Yin and Chan, 1990; Spitzer and
Semple, 1995; Batra et al., 1997a), entstehen ,trough-type’ Antworten in der LSO
(Rose et al., 1966; Yin and Kuwada, 1983; Batra et al., 1993; Joris, 1996; Kuwada et
al., 1997; Batra et al., 1997a). Durch die E/I-Eigenschaften der Zellen kommt es bei
einer Koinzidenz von beiden Eingingen zur maximalen Hemmung, also zu einer

minimalen Antwort.

2.3 KODIERUNG VON INTERAURALEN ZEITDIFFERENZEN

1948 schlug Jeffress ein Modell vor, mit dem interaurale Zeitdifferenzen kodiert
werden konnen (Jeffress, 1948). Dieses Modell beschreibt die Abbildung von
unterschiedlichen ITDs durch eine neuronale Ortskarte. Bei bestimmten ITDs
antworten bestimmte Neurone maximal und informieren damit hohere Gehirnzentren
iiber die Lage der Schallquelle. Das Prinzip dieses Modells basiert auf der
Kompensation unterschiedlicher Ankunftszeiten des Schalls an beiden Ohren mit
unterschiedlich langen axonalen Verzogerungsketten (sogenannten ,delay lines’), die

auf die als Koinzidenzdetektor arbeitenden Neurone treffen (Abbildung 9).
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Abbildung 9 Jeffress Modell der ITD-Verarbeitung

Beim Jeffress Modell werden die unterschiedlichen Laufzeiten des Schalls zu beiden Ohren durch
axonale Verzogerungsketten kompensiert. Somit kodieren die als Koinzidenzdetektoren arbeitenden
Neurone verschiedene ITDs im Azimuth. Im abgebildeten Beispiel werden die unterschiedlichen
Ankunftszeiten von Schall aus dem roten Lautsprecher durch die axonalen Verzdgerungsketten so
ausgeglichen, dass beide Signale bei Neuron A gleichzeitig auftreffen. Kommt der Schall direkt von
vorne (blauer Lautsprecher), so antwortet Neuron C.

Tatsdchlich treffen fiir die MSO viele Annahmen des Jeffress Modells zu: Die
Anordnung der Zellen innerhalb des Nukleus, ihre phasengekoppelten exzitatorischen
Eingéinge und die Funktion als Koinzidenzdetektor passen gut zu dem 1948
vorgeschlagenen Modell. Eine ausfiihrliche Beschreibung des klassischen Bildes der
MSO ist in den Ubersichtsartikeln von Benedikt Grothe nachzulesen (Grothe, 2000;
Grothe, 2003).

Obwohl die MSO einige Voraussetzungen fiir eine Funktion nach dem Jeffress
Modell erfiillt, so gibt es doch nur wenige Ergebnisse, die auf die Existenz von
Verzogerungsketten oder einer Ortskarte schlieBen lassen. Nur zwei Studien geben
Hinweise fiir die Existenz von ,delay lines’ (Smith et al., 1993; Beckius et al., 1999),
wobei in beiden Fillen keine systematische Anordnung von axonalen
Verzogerungsketten gezeigt werden kann. In der Studie von Smith et al. (Smith et al.,

1993) =zeigten nur weniger als ein Fiinftel der Zellen Anhaltspunkte fiir
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Verzogerungsketten, also die Projektionen zu einem Grofteil der Zellen passten nicht
zum Konzept der ,delay lines’. Fiir die von Jeffress postulierte Ortskarte gibt es fiir die
MSO nur schwache Evidenzen (Yin and Chan, 1990) und es bleibt aulerdem unklar,
warum eine Karte von besten ITDs in der ndachsthoheren Ebene, dem Colliculus inferior
(IC), bislang nicht gefunden wurde (Oliver et al., 2003).

AuBerdem wurden in einer Reihe von Studien in verschiedenen Tieren ITD-
Funktionen gefunden, die ihre beste ITD bei Stimulation mit der Bestfrequenz
auBlerhalb des physiologischen Bereiches hatten (Batra et al., 1997b; Fitzpatrick et al.,
2000; McAlpine et al.,, 2001; Brand et al., 2002). Im IC des Meerschweinchens
(McAlpine et al., 2001) (Abbildung 10) und in der MSO der Wiistenrennmaus (Brand
et al.,, 2002) waren sogar die Maxima der meisten ITD-Funktionen auBerhalb des

physiologischen Bereiches.
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Abbildung 10  Beste ITDs als Funktion der Frequenz beim Meerschweinchen

Verteilung der besten ITDs in Abhdngigkeit zur Stimulusfrequenz. Die gestrichelte Linie kennzeichnet
den physiologisch relevanten Bereich fiir ITDs beim Meerschweinchen. Mit abnehmender
Stimulusfrequenz nimmt die beste ITD zu. Die meisten besten ITDs liegen auflerhalb des
physiologischen Bereiches. Innerhalb des physiologischen Bereiches gibt es keine systematische
Verteilung von besten ITDs. Das Insert zeigt die Standardabweichungen in Abhéngigkeit von der
Frequenz. Abbildung aus (McAlpine et al., 2001).

In keiner dieser beiden Studien wurde eine systematische Verteilung der ITD-

Funktionen tiber den physiologischen Bereich gefunden. Vielmehr scheinen die besten
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ITDs von Zellen mit der gleichen Bestfrequenz (BF, die Frequenz bei der die Zelle
hochste Sensitivitdt zeigt) um einen konstanten Wert angeordnet zu sein. ITD-
Funktionen bei einer hohen BF bevorzugen kurze ITDs, die mit tiefen BFs ldngere
ITDs (Abbildung 10). Uber alle gemessenen Frequenzen stellt sich damit eine
Abhiéngigkeit fiir die beste IPD um einen konstanten Wert ein (MSO Wiistenrennmaus:
0,12 Zyklen (Brand et al., 2002); IC Meerschweinchen: 0,125 Zyklen (McAlpine et al.,
2001); Katze: 0,2 Zyklen (Hancock and Delgutte, 2003). Durch diese Abhingigkeit der
besten ITD von der Frequenz sind ITD-Funktionen so abgestimmt, dass die maximale
Steigung der ITD-Funktion nahe 0 ITD liegt (Abbildung 11). Die Abstimmung der
maximalen Steigungen um 0 ITD stellt eine biophysikalische Basis fiir die Kodierung
von interauralen Zeitdifferenzen dar (Skottun et al., 2001).

ITDs scheinen also nicht durch die maximale Aktivitit von einzelnen Neuronen
entschliisselt zu werden. Vielmehr ist wohl das MaR3 der Aktivitdt von vielen Neuronen
verantwortlich fiir die Kodierung von interauralen Zeitdifferenzen. Tatséchlich sind
vielleicht nur sehr wenige Neurone nétig, um die Lage einer Schallquelle zu bestimmen

(Skottun, 1998).

hohe Frequenz tiefe Frequenz

i

)

Abbildung 11  Anpassung der maximalen Steigung
Werden ITD-Funktionen so abgestimmt dass die besten ITDs bei niedriger Stimulusfrequenz gréBer sind,
so kommt es zu einer systematischen Abstimmung der maximalen Steigung auf 0 ITD.

ITD

Das Jeffress Modell beriicksichtigt die inhibitorischen Eingidnge zur MSO nicht. Die
zeitlich prizisen Ubertragungseigenschaften dieser Einginge (Spirou et al., 1998c;

Taschenberger and von Gersdorff, 2000) und die rdumliche Segregation bei ITD-
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verarbeitenden Tieren (Clark and Dunlop, 1969; Perkins, 1973) deuten jedoch auf eine
spezifische Rolle der hemmenden Eingénge hin.

Uberlegungen zur Rolle der Inhibition beziiglich der ITD-Detektion gab es bereits
1969 durch Clark (Clark, 1969). Spezifisch wurde die Rolle der inhibitorischen
Eingénge zur MSO in bezug auf die ITD-Kodierung erstmals mit einem Modell
untersucht (Batra et al., 1997a). Damit kann durch eine phasengekoppelte Inhibition
vom MNTB die Abstimmung der ITD-Funktionen auf eine bestimmte beste IPD erklért
werden. Tatsdchlich wurde erst vor kurzem die Wirkungsweise der Inhibition direkt
gezeigt. Brand und Kollegen (Brand et al., 2002) blockierten in vivo durch die
elektrophoretische Applikation von Strychnin die glyzinerge Transmission in der MSO
der Wiistenrennmaus und konnten dadurch den Einfluss der Inhibition auf die ITD-
Funktion untersuchen. Die Ergebnisse zeigen, dass die erregenden Einginge alleine
eine ITD-Sensitivitdt um O ITD ausbilden und erst die Inhibition die ITD-Funktion so
abstimmt, dass sich die besten IPDs um 0,12 Zyklen anordnen (Abbildung 12).

Durch die systematische Abstimmung der besten IPDs ordnen sich die maximalen
Steigungen der ITD-Funktionen unabhéngig von der Stimulusfrequenz auf eine ITD
nahe 0 an, also bei ITDs bei denen die Fahigkeit zur Schalllokalisation am besten
ausgepragt ist (Makous and Middlebrooks, 1990). Das Fehlen einer systematischen
Anordnung der besten ITDs innerhalb des physiologischen Bereiches (120 ps bei der
Wiistenrennmaus; Maki et al., 2003) und die stattdessen erfolgende systematische
Abstimmung der maximalen Steigungen um 0 ITD, deutet darauf hin, dass ITDs
wahrscheinlich nicht nach dem Prinzip des Jeffress Modells kodiert werden.
Demzufolge werden verschiedene ITDs bereits auf der Ebene von einzelnen Zellen
durch eine unterschiedliche Feuerrate verschliisselt. Stimuli von der contralateralen
Hemisphire werden mit hohen Antwortraten, die von der ipsilateralen Hemisphéire mit
niedrigen Spikeraten kodiert. Die inhibitorischen Eingdnge zur MSO sind dabei
verantwortlich fiir die genaue Abstimmung der ITD-Sensitivitit auf den physiologisch

relevanten Bereich (Grothe, 2003; McAlpine and Grothe, 2003).
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Abbildung 12 Verschiebung der ITD-Funktion bei Blockade der Inhibition

Die blaue Kurve zeigt die ITD-Funktion einer MSO-Zelle unter Kontrollbedingungen in vivo. Die beste
ITD liegt auBlerhalb des physiologischen Bereiches (blauer Balken) und die maximale Steigung der
Funktion liegt nahe 0. Wird der inhibitorische Transmitter Glyzin durch Applikation von Strychnin
blockiert, liegt die beste ITD um 0 und die maximale Steigung auBerhalb des physiologischen Bereiches.
Abbildung modifiziert aus (Brand et al., 2002).

2.4 ONTOGENIE DER INHIBITORISCHEN EINGANGE ZUR MSO

Die physiologische Natur und die Wirkungsweise der Inhibition wurde in den
vorangehenden Kapiteln dargelegt. Ein weiteres wichtiges Phanomen der hemmenden
Eingénge ist ihre rdumliche Anordnung an den MSO-Zellen. Bereits 1969 zeigte Clark
bei der MSO der Katze, dass die inhibitorischen Synapsen auf den Zellkorper
beschriankt sind (Clark, 1969). Perkins zeigte die Restriktion von inhibitorischen
Synapsen auf das Soma von MSO-Neuronen 1973 fiir den Chinchilla (Perkins, 1973).
Beide Tiere haben ein gut ausgeprigtes Horvermdgen im tieffrequenten Bereich und
thre MSO zeigt eine hohe Auflosung von ITDs (Clark and Dunlop, 1969; Langford,
1984). Erste Arbeiten aus unserem Labor zeigten eine solche Restriktion der
inhibitorischen glyzinergen Synapsen an der MSO der Wiistenrennmaus (Seidl, 1999;
Kapfer et al., 2002). Die Entwicklung hin zu einer Restriktion der Synapsen auf das
Soma von MSO-Zellen findet in der Wiistenrennmaus erst nach Horbeginn statt (Seidl,

1999; Kapfer et al., 2002). In zehn Tage alten Wiistenrennméusen, zwei Tage vor
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Horbeginn dieser Tiere, findet man glyzinerge Eingidnge gleichméBig verteilt {iber
Soma und proximale sowie distale Dendriten (Seidl, 1999; Kapfer et al., 2002). Eine
hochstens 15 Tage lange Periode ist ausreichend um diese Entwicklung abzuschlieBBen.
Die Restriktion der inhibitorischen Synapsen auf das Soma unterbleibt, wenn einer der

binauralen Eingénge denerviert wird (Kapfer, 1999; Kapfer et al., 2002).

2.5 ARBEITSHYPOTHESEN UND FRAGESTELLUNGEN

Zusammenfassend ergeben sich aus den bis dato gefundenen Ergebnissen verschiedene
Schlussfolgerungen:

1. Die glyzinerge Inhibition an der MSO stimmt die ITD-Funktionen so ab, dass
sich die maximalen Antworten um eine bestimmte IPD anordnen.

2. Im Gegensatz zu Tieren vor Horbeginn, sind die glyzinergen Projektionen sind
in der adulten Wiistenrennmaus auf die Somata von MSO-Neuronen
beschrénkt.

3. Das Ausschalten von binauraler Aktivitit zur MSO blockiert die Restriktion der

inhibitorischen Synapsen nach Horbeginn.

Aus den vorliegenden Ergebnissen ergaben sich direkt nun folgende Anséitze, die zu

den unterschiedlichen Projekten dieser Arbeit fiihrten.

2.5.1 ERFAHRUNGSABHANGIGE PLASTIZITAT GLYZINERGER SYNAPSEN AN

MSO NEURONEN

Zunéchst sollte geklart werden, ob die gefundene Restriktion von glyzinergen Synapsen
an MSO-Zellen der Wiistenrennmaus erfahrungsabhéngig ist. Das Entfernen einer
Cochlea nimmt dem akustischen Stammhirn zwar einen seiner binauralen Eingénge,
bedeutet aber gleichzeitig einen massiven Eingriff in das gesamte System. Die
Entfernung einer Cochlea flihrt zu Zelltod im contralateralen MTNB (Russell and
Moore, 1995) und 58% der Neurone im AVCN sterben innerhalb von zwei Wochen
nach der Entfernung einer Cochlea bei einem sieben Tage alten Gerbil (Hashisaki and
Rubel, 1989). Das Herausnehmen einer Cochlea fiihrt also zu starken Verdnderungen

im SOC. Das Entfernen einer Coclea eignet sich nicht zur Beantwortung der Frage, ob
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die Restriktion der inhibitorischen Eingidnge auf das Zellsoma tatsdchlich auf den
Einfluss binauraler Horerfahrung zuriickzufiihren ist.

Idealerweise miiffite man die Tiere in der kritischen Periode von Tag 10 bis Tag 25

nach der Geburt (P10 bis P25, ,P’ fiir ,postnatal’) génzlich ohne akustische Erfahrung,
also in absoluter Stille, aufwachsen lassen. Da die Tiere aber selbst Larm verursachen
und auBlerdem im Alter von zehn Tagen noch von der Mutter gesdugt werden, ist dieser
Ansatz so nicht durchfiihrbar. Withington-Wray et al. haben dieses Problem mit der
Maskierung von rdumlicher akustischer Information durch omnidirektionales weifles
Rauschen umgangen (Withington et al., 1990; Withington-Wray et al., 1990). Um den
Einfluss von akustischer Erfahrung auf die Raumkarte im oberen Colliculus (engl.
superior colliculus, SC) zu untersuchen, wurden Meerschweinchen fiir eine bestimmte
Zeit in einer schallisolierten Kammer gehalten und omnidirektionalem Rauschen
ausgesetzt. Tatsdchlich verdnderte sich durch Manipulation der Horerfahrung durch
omnidirektionales Rauschen wéhrend einer kritischen Phase die grobe auditorische
Raumkarte im SC (Withington et al., 1990).
Die Hypothese fiir die folgenden Versuche war, dass die Entwicklung hin zu einer
Beschrinkung der glyzinergen Synapsen auf das Soma abhédngig ist von rdumlicher
akustischer Erfahrung kurz nach Horbeginn. Wird die Horerfahrung durch
omnidirektionales Rauschen maskiert, so unterbleibt diese Entwicklung.

Das omnidirektionale weile Rauschen von allen sechs Seiten verursacht das
Auftreten von allen nur moglichen ITDs iiber alle Frequenzen, so dass sdmtliche
natiirlich vorkommende rdumliche akustische Signale iiberlagert werden.

Der Ansatz in dem ersten Teil dieser Arbeit war es die Methode zur akustischen
Deprivation nach Withington-Wray et al. in modifizierter Form zu iibernehmen und zu
iiberpriifen, welchen Einfluss omnidirektionales weilles Rauschen auf die Entwicklung
der Verteilung der glyzinergen Synapsen hat. Dazu wurden Wiistenrennméuse wihrend
der kritischen Periode von P10 bis P25 in der unter 3.2 beschriebenen ,NoiseBox’
aufgezogen, und anschlieBend die Verteilung von inhibitorischen Synapsen an MSO
Zellen mit der von juvenilen und adulten Wiistenrennmdusen mittels Doppelfarbung

gegen Dendriten und Glyzinrezeptoren zu vergleichen.
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2.5.2 ENTWICKLUNG DER ITD-SENSITIVITAT NACH HORBEGINN

Ein weiterer Teil dieser Arbeit bestand darin, die Entwicklung der ITD-Sensitivitit
nach Horbeginn und deren Abhingigkeit von rdumlicher akustischer Erfahrung zu
untersuchen. Die Fragestellung vor diesen Versuchen war: gibt es eine Entwicklung der
ITD-Sensitivitdit nach Horbeginn? Ist diese Entwicklung abhingig von relevanter
akustischer Erfahrung und korreliert diese Entwicklung mit der Verteilung der
inhibitorischen Eingénge an MSO-Neuronen?

Zu diesem Zweck wurden ITD Funktionen bei verschiedenen Tiergruppen
gemessen: in Tieren kurz nach Horbeginn, in Jungtieren mit experimentell verdnderter
Horerfahrung, in normalen adulten Tieren und in Tieren, die fiir einen begrenzten
Zeitraum nach Horbeginn dem omnidirektionalem Rauschen ausgesetzt waren. Die
ITD-Funktionen wurden im DNLL gemessen, da Ableitungen in der MSO wiederholt
als sehr schwierig beschrieben wurden (Goldberg and Brown, 1969; Yin and Chan,
1990; Spitzer and Semple, 1995). Die Etablierung der Einzelzellableitung im DNLL

war ein weiterer wichtiger Bestandteil dieser Arbeit.

2.5.3 FEHLENDE PLASTIZITAT INHIBITORISCHER EINGANGE IN DER MSO

DER RATTE

Ist die Restriktion der inhibitorischen Einginge auf das Soma von MSO-Neuronen eine
spezifische Anpassung an die Verarbeitung von interauralen Zeitdifferenzen, so sollte
man diese Beschrankung bei Tieren, die keine ITDs zur Schalllokalisation beniitzen,
nicht finden. Erste Versuche an der MSO von Ratte und Opossum — Tieren, die tiefe
Frequenzen unter 2 kHz nur schlecht wahrnehmen — zeigten, dass es dort zu keiner
Restriktion der inhibitorischen Eingdnge auf das Soma von MSO-Zellen kommt
(Kapfer, 1999). Folglich handelt es sich bei der rdumlichen Verteilung der hemmenden
Eingénge um ein strukturelles Korrelat einer funktionellen Anpassung.

Der dritte Teil dieser Arbeit bestand darin, die Verteilung von glyzinergen
Synapsen an MSO Zellen in der adulten Ratte sowohl qualitativ mit Doppelfarbung zu
untersuchen, als auch quantitativ mit der Synapsenverteilung von juvenilen Ratten vor

Horbeginn zu vergleichen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

Methodisch gliedert sich die vorliegende Arbeit im wesentlichen in einen
immunohistochemischen  Teil, der  DAB-Einfachfarbungen, Fluoreszenz-
Doppelfarbungen und Férbungen fiir Elektronenmikroskopie umfasst, sowie einen
elektrophysiologischen Teil, der die Einzelzellableitungen im DNLL beinhaltet.

Alle aufgefiihrten Versuche wurden in Ubereinstimmung mit dem Deutschen

Tierschutzgesetz durchgefiihrt.

3.1 VERSUCHSTIERE

3.1.1 DIE MONGOLISCHE WUSTENRENNMAUS, MERIONES UNGUICULATUS

Die Wiistenrennmaus, auch Gerbil genannt, hat ein sehr ausgeprigtes Horvermdgen im
tieffrequenten Bereich, beniitzt ITDs zur Schallokalisation (Heffner and Heffner, 1988;
Spitzer and Semple, 1995) und besitzt eine gut ausgepriagte MSO (Kapfer, 1999; Seidl,
1999). Der Gerbil eignet sich deshalb gut fiir Entwicklungsstudien, da das

Horvermogen erst 12 Tage nach der Geburt einsetzt.

3.1.2 DIE RATTE, RATTUS NORWEGICUS

Die Ratte besitzt im Gegensatz zur Wiistenrennmaus kein gutes Horvermogen im
tieffrequenten Bereich (Kelly and Masterton, 1977) und diente in dieser Studie das
Modell fiir ein Tier, das keine interauralen Zeitdifferenzen zur Lokalisation von

Reintdnen verarbeitet. Es wurden Sprague-Dawley und Wistar Albinoratten beniitzt.

3.2 NOISEBOX

Hauptziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von rdumlicher akustischer Erfahrung auf
die Entwicklung von ITD-Verrechnung zu bestimmen. Aufgrund fritherer Versuche
konnte eine fiir die binaurale Erfahrung kritische Periode festgelegt werden (Kapfer,
1999; Seidl, 1999). Diese Periode beschriankt sich bei der Wiistenrennmaus maximal
auf den Zeitraum ab Horbeginn (P12) bis zum adulten Zustand des Horsystems in der

Wiistenrennmaus (P25).

23



MATERIAL UND METHODEN

Das Konzept unserer Noisebox (Abbildung 14) basiert auf einer von Withington-
Wray et al. konzipierten Kammer (Withington-Wray, 1990a). Unsere Kammer hat die
Malle 100 x 80 x 80 cm und ist durch einen schallddmmenden Schaumstoff (illbruck
pyramide, Illbruck, Leverkusen) isoliert. An jeder der sechs Seiten sind jeweils zwei
Hochtoner und zwei Tieftoner angebracht (TW 6NG, Visaton, Haan, Deutschland bzw.
Philips Breitband Lautsprecher BN 201 434, bezogen iiber Sintron, Iffezheim). Jeweils
ein Hoch- und Tiefténer pro Seite wurden durch eine Frequenzweiche (Eigenbau)
zusammengeschlossen und mit einem Lautsprecherpaar von jeder der anderen Seiten
verbunden. Jede der so in Reihe geschalteten Lautsprechereinheiten wurde von einem
analogen Rauschgenerator (Rauschgenerator 30Hz - 6 MHz, Type SUF BN 4150,
Rhode & Schwarz, Miinchen), iiber einen Verstirker (Natural Sound Stereo Amplifier
A 460, YAMAHA, Rellingen) angetrieben. Das Frequenzspektrum des Hochtoners
deckte den Bereich von 3500 Hz bis 30 kHz ab, der Tieftoner hatte einen
Frequenzbereich von 100 Hz bis 12 KHz. Durch jede der Lautsprechereinheiten wurde
so ein weies Rauschen von allen sechs Seiten synchron auf das Kammerinnere
abgegeben. Damit iiberlagerten sich zwei verschieden generierte Rauschen in der

Kammer.
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Abbildung 13  Frequenzgang im Inneren der Noisebox

Hier ist der Frequenzgang in der Noisebox von 0 bis 25 kHz bei Versuchsbedingungen dargestellt. Im
Bereich bis 20 kHz ist der Frequenzgang relativ stabil, d.h. die verschiedenen Frequenzen sind in dem
weiflen Rauschen gleichmiBig reprisentiert.
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In Abbildung 13 ist der Frequenzgang in der Noisebox abgebildet. Im Bereich 0 bis 20
kHz ist der Frequenzgang relativ stabil. Das weille Rauschen enthielt somit alle

Frequenzen bei etwa gleicher Lautstérke.

Abbildung 14  Noisebox in geschlossenem Zustand

Deutlich zu erkennen sind die jeweils vier Lautsprecher pro Seite, zwei Hoch- und zwei Tieftoner, die in
Paaren von einem Rauschgenerator betrieben wurden. In der linken unteren Ecke ist einer der beiden
Liifter zu sehen, der die Abluft aktiv nach AuBlen befordert. Frische Luft stromte gefiltert durch zwei
Offnungen im Deckel nach (siehe griines Quadrat).

Der Kifig mit Mutter und Wurf wurde mittels einer feinen Holzstatik im Zentrum der
Noisebox angebracht (Abbildung 15). Der Kéfig war konform dem Standard fiir Kéfige
fiir Wiistenrennmiuse im Tierhaus des Max-Planck-Institut fiir Neurobiologie. Zwei
CPU-Liifter an der Seite in Bodenndhe forderten die Abluft aktiv nach Auflen und
durch mit einer Filtermembran abgedeckte Offnungen an der Decke der Kammer
konnte Frischluft nachstrémen. Mit einem Messfiihler im Inneren der Kammer wurde
die Temperatur und Luftfeuchtigkeit wihrend eines Versuches kontrolliert und téglich
aufgezeichnet, wobei die Temperatur zwischen 20 und 24°C schwankte und die

Luftfeuchtigkeit zwischen 30 und 33% lag . Aullerdem wurde das Verhalten der Tiere
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wiéhrend des gesamten Aufenthalts in der Kammer 24 Stunden am Tag mit einer
infrarotsensitiven Videokamera (YOKO-Max, Sintron, Iffezheim, Deutschland)
(Abbildung 15, Insert) und einem Videorekorder mit Zeitrafferfunktion (Video Cassette
Recorder BR-S920E, JVC, Friedberg (Hessen), Deutschland) jede Minute fiir 10
Sekunden aufgezeichnet. Dadurch konnten die Tiere beobachtet werden, ohne die
Kammer zu oOffnen und damit die Qualitit des Rauschens zu vermindern. Der

Tag/Nacht-Zyklus der Noisebox war dem im Tierraum identisch.

Abbildung 15  Geoffnete Noisebox von oben

Im Inneren der Noisebox ist die Isolierung mit akustischem Schaumstoff mit Offnungen fiir die
Lautsprecher sichtbar. Der Kifig wurde mit einer Holzlattenkonstruktion in die Mitte der Kammer
positioniert. Im Bild sind das normalerweise im Kéfig enthaltene Futter sowie die Trinkflasche nicht
enthalten. Das kleine Foto links oben in der Abbildung zeigt die infrarotsensitive Kamera mit den sechs
Infrarotleuchtdioden.

Die Jungtiere wurden mitsamt dem Muttertier an P10 in die Noisebox gesetzt und
verbrachten zundchst einige Zeit (ca. 12 Stunden) ohne weilles Rauschen. AnschlieBend
wurde das weile Rauschen in kleinen Stufen bis zur endgiiltigen Lautstérke aufgedreht,

so dass bereits an P11 die volle Lautstirke des Rauschens erreicht war. Die absolute

26



MATERIAL UND METHODEN

Lautstidrke in der Noisebox {iiberschritt nie 80 dB SPL (Messung mit Measuring
Amplifier Briiel & Kjer Type 2636, Hochpassfilter 22,4 Hz, RMS Averaging Time
fast, Briiel & Kjar pressure field /2" Microphone Type 4192, Kalibrierung mit Briiel &
Kjer Sound Level Calibrator Type 4231). Diese Lautstirke verursachte bei anderen
Versuchen keine Beeintrachtigung der Funktionalitit des Horsystems (Chang and
Merzenich, 2003).

Die Verweildauer der Tiere in der Noisebox betrug 15 Tage. Futter und Wasser
erhielten die Tiere ad libitum. Der Wasser- und Futtervorrat wurde per Videokamera
kontrolliert und bei Bedarf ein Mal pro Versuch nachgefiillt. Die Kammer wurde
wiéhrend eines Versuchs also hochstens ein Mal gedftnet, dadurch wurde eine Storung
des Berauschens auf ein Minimum beschrankt.

Nach 15 Tagen in der Noisebox wurden die Tiere entnommen und entweder
anschliefend in den weiteren Versuch genommen (immunohistochemischer Teil), oder
wieder in ihre normalen Kéfige zuriickgebracht (physiologischer Teil) und nach einer
Verweildauer von 9 bis 29 Tagen fiir die Elektrophysiologie verwendet. Jeweils vor
dem Eintritt in den weiteren Versuch wurde das Gewicht der Tiere kontrolliert. Fiir
einen besseren physischen Zustand der Tiere wurde die Wurfgroe vor jedem
Noiseboxversuch auf vier Tiere reduziert.

Das Berauschen der adulten Tiere fand unter den gleichen Bedingen statt wie bei

den jungen Tieren. Lautstirke und Verweildauer waren identisch.

3.3 IMMUNOHISTOCHEMIE

Ziel des immunohistochemischen Teils dieser Arbeit war es, die Verteilung der
glyzinergen Eingidnge an MSO Neuronen von Wiistenrennméusen, die unter dem
EinfluB von weilem Rauschen aufgewachsen waren, und an MSO Neuronen von
Ratten qualitativ und quantitativ zu untersuchen. Dazu wurden verschiedene Antikorper

gegen inhibitorische Synapsen verwendet (Abbildung 16).
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Abbildung 16 Modell einer glyzinergen Synapse

In dieser Arbeit wurden vier verschiedene Marker fiir inhibitorische Synapsen verwendet: Es wurden
Antikdrper gegen den inhibitorischen Transmitter Glyzin, den Glyzinrezeptor, das Membranprotein von
synaptischen Vesikeln Synaptophysin, sowie das Verankerungsprotein glyzinerger Synapsen Gephyrin
verwendet.

Neben einem polyklonalen Antikorper gegen die al Untereinheit von Glyzinrezeptoren
wurden ein polyklonales Antiserum spezifisch fiir den Transmitter Glyzin und ein
monoklonaler Antikdrper gegen das Verankerungsprotein des Glyzinrezeptors,
Gephyrin, verwendet. In einigen Versuchen wurde auch das priasynaptische
Vesikelprotein Synaptophysin mit einem Antikorper markiert, jedoch waren diese
Ergebnisse aufgrund mangelnder Spezifizitit des Antikorpers weder fiir qualitative
noch quantitative Auswertung zu verwenden.

Um eine deutliche Kolokalisation von inhibitorischen Markierungspunkten mit
Dendriten nachzuweisen, wurden Doppelfarbungen mit Antikérpern gegen MAP2 und
SMI32, spezifischen dendritischen Markern, durchgefiihrt. Der hier verwendete MAP2-
Antikorper ist ein monoklonaler Antikérper, der mit Mikrotubuli assoziierten Proteinen
im Gehirn von Ratten und der Maus reagiert (Huber and Matus, 1984). Seine
Anwendbarkeit auf neuronales Gewebe der Wiistenrennmaus wurde erstmals von
Christoph Kapfer gezeigt (Kapfer et al., 2002). Der Antikorper markiert selektiv die
dendritischen Verzweigungen aller Neurone im Gehirn. SMI 32 ist ein spezifischer
Antikorper fiir neuronale Zellkorper, Dendriten und einige dicke Axone im zentralen

und peripheren Nervensystem (Sternberger and Sternberger, 1983). Der Antikorper
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reagiert mit einem nicht-phosphoryliertem Epitop im Neurofilament H der meisten
Spezies.

Es wurden Einfach- und Doppelfarbungen durchgefiihrt. Im Folgenden werden die
prinzipiellen Punkte der einzelnen Férbeprotokolle besprochen. Die ausfiihrlichen

Protokolle der verschiedenen Farbungen sind im Anhang zu finden.

3.3.1 PERFUSION

Die Gehirne der Versuchstiere wurden fiir die Immunohistochemie perfundiert. Dabei
wird das Gehirn erst mit einer physiologischen Spiillosung (ACSF) und je nach Art der
Féarbung zusétzlich mit einer Fixierlosung durchspiilt. Die Losungen wurden vor der
Perfusion auf Korpertemperatur angewiarmt. Die Pumpleistung wurde der Grof3e des
Tieres angepasst, um den Druck in den Gefdflen nicht unnatiirlich zu erhéhen und ein
Platzen der Gefid3e zu vermeiden. Vor der Perfusion wurden die Tiere mit einer letalen
Dosis von 5 %igem Chloralhydrat (ca. 1 ml pro 100 g Korpergewicht) betdubt.

Die Perfusion erfolgte transcordial am erdffneten Brustkorb mit einer Nadel iiber
den linken Ventrikel. Der Fliissigkeitsaustritt erfolgte tiber den rechten Vorhof, der zu
diesem Zweck erdffnet wurde. Der detaillierte Ablauf der Perfusion wurde in einer

fritheren Arbeit beschrieben (Seidl, 1999).

3.3.2 GLYZINREZEPTOR FLUORESZENZIMMUNOHISTOCHEMIE

Fiir die Glyzinrezeptorimmunohistochemie wurden 8 in der Rauschbox aufgezogenen
Wiistenrennméuse aus zwei verschiedenen Experimenten verwendet. AufBerdem
wurden 7 adulte Ratten (Wistar) aus verschiedenen Wiirfen in den Versuch genommen.

Nach 5 min Perfusion mit einer kiinstlichen Zerebrospinalfliissigkeit mit 0,02 %
Heparin und 0,02 % Lidocain, wurde das Gehirn aus dem Schidel prépariert und in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Von den in gefrorenem Tissue Tek (SAKURA,
Zoeterwoude, Niederlande) eingebetteten Gehirnen wurden mit einem Kryostat (Leica)
bei —20° C 25 um Schnitte des die MSO enthaltenen Gehirnstamms angefertigt. Die
Temperatur des Kryostats ist kritisch, da zu tiefe Temperaturen die Schnitte unter
Umstidnden briichig werden lassen. Eine zu warme Temperatur ist ebenfalls zu
vermeiden, da sonst die Schnittfestigkeit des Gewebes abnimmt. Es empfiehlt sich

daher bei nicht zufriedenstellender Schnittqualitit die Temperatur zu variieren. Die
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Schnitte wurden anschlieBend auf gelatinierte Objekttrager aufgebracht und getrocknet.
Die Schnitte miissen gut antrocknen, da sie sich sonst beim spdteren Waschen vom
Objekttrager ablosen konnen. Eine Trockenzeit bis zu 30 min schadete der Farbung
nicht. Die Schnitte auf dem Objekttriger wurden 8 min mit 4 % Parafromaldehyd in
Kiivetten fixiert. Nach dem anschlieBenden Waschen wurden auf dem Objekttriger
Fettstiftringe (PAP PEN, Science Services, Miinchen) um die einzelnen Schnitte
angebracht, da alle weiteren Schritte mit kleinen Volumina direkt auf dem Objekttrager
durchgefiihrt wurden. Alle Waschschritte wurden weiter in Kiivetten durchgefiihrt.

Im folgenden wurden die Schnitte mit 0,5 % Triton X-100 permeabel gemacht und
mit einem polyklonalen Antikorper gegen die al Untereinheit des Glyzinrezeptors
(Chemicon International, Temecula, San Diego, Kalifornien, USA) und einem
monoklonalen Antikdrper gegen MAP2 (Clone HM-2, Sigma, Deisenhofen) bzw.
SMI32 (Sternberger Monoclonals Incorporated, Lutherville, Maryland, USA) markiert.
Die sekundéren, fluoreszenten Antikorper waren ein hasenspezifischer Cy3-gekoppelter
Antikorper (Dianova, Hamburg) und ein mausspezifischer Antikdrper mit Alexa 488

(Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA).

3.3.3 GEPHYRIN FLUORESZENZIMMUNOHISTOCHEMIE

Fiir diese Experimente wurden 2 adulte Ratten (Wistar) aus verschiedenen Wiirfen
verwendet.

Die Féarbung erfolgte nach dem gleichen Protokoll wie unter 3.3.2. beschrieben,
nur wurde mit einem monoklonalen Antikérper gegen Gephyrin (Mab7, Alexis
Biochemicals, San Diego, Kalifornien, USA) und einem polyklonalen Antikorper
gegen MAP2 (Santa Cruz Biotechnolgies, Santa Cruz, Kalifornien, USA) gefarbt. Als
zweite Antikorper wurden Goat anti-mouse Cy3 (Dianova) und Donkey anti-rabbit

Alex 488 (Molecular Probes) verwendet.

3.34 GEPHYRIN-DAB IMMUNOHISTOCHEMIE

Fiir diesen Teil wurden 4 adulte Ratten und 4 junge (P10) Ratten (beides Wistar) aus
verschiedenen Wiirfen verwendet.
Die Tiere wurden mit einer jeweils 0,02 % Heparin und Lidocain enthaltenden

Ringerlosung (3 min), und einer Fixierldsung mit 4 % Paraformaldehyd und 0,2 %

30



MATERIAL UND METHODEN

Glturaldehyd fiir 45 min perfundiert. Die Hirne wurden aus dem Schédel prapariert, fiir
ca. 4 Std nachfixiert und bis zur Weiterverarbeitung in 0,5 M Phosphatpuffer
aufbewahrt. An einem Vibratom (Campden Instruments LTD mit Eigenanbau eines
Zeiss Binokular) wurden 25 pm Schnitte angefertigt. Das Gewebe wurde mit 0,1 %
Triton X-100 permeabel gemacht und mit monoclonalem Antikérper fiir Gephyrin
(Mab7, Connex GmbH, Planegg/Martinsried) gefarbt. Weiter wurde der 1. Antikdrper
mit Anti-Maus Biotin und Avidin-Biotin-Peroxidase markiert und durch Zugabe von

DAB (3,3-Diaminobenzidin) sichtbar gemacht.

3.3.5 GEPHYRIN-DAB IMMUNOHISTOCHEMIE FUR

ELEKTRONENMIKROSKOPIE

Eine von P10 bis P25 dem weilen Rauschen ausgesetzte Wiistenrennmaus wurde fiir
die Elektronenmikroskopie verwendet und ebenfalls mit Gephyrin-Antikorper gefarbt.
Die Perfusion erfolgte wie unter 3.3.4 schon beschrieben. AnschlieBend wurden
am Vibratom (s.0.) 100 pm Schnitte des die MSO enthaltenden Hirnstamms
angefertigt. Gegen Gephyrin wurde wie unter 3.3.4 gefirbt, jedoch ohne Triton. Im
Anschluss an die Farbung wurden die Gehirnschnitte in 4 % Glutaraldehyd in
Phosphatpuffer nachfixiert, erst 10 Std. bei Raumtemperatur, dann 6 Tage bei 4° C.
Dann wurden die Schnitte fiir 1 Std. osmifiziert (Osmium 1 %), dehydriert und in
Araldit (Fluka, Basel, Schweiz) eingebettet. Fiir Lichtmikrokopie, zur Auswahl von
MSO Zellen, wurden semidiinne Schnitte (1 pm) mit Toluidin Blau gegengefirbt.
Ultradiinne Schnitte (100 nm, angefertigt an Ultracut LKB) wurden mit Uranylacetat
und Bleicitrat gegengefiarbt und anschlieBend an einem Zeiss EM 10

Transmissionselektronenmikroskop untersucht.

3.3.6 KONFOKALE MIKROSKOPIE

Samtliche Doppelfarbungen wurden mit Fluoreszenzfarbstoffen durchgefiihrt. Die
damit gefarbten Gewebe wurden mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops
aufgenommen.

Bei der konfokalen Mikroskopie wird Licht, das nicht aus der Brennebene des
Objektivs kommt, ausgeblendet. Das Prinzip eines konfokalen Mikroskops ist in

Abbildung 17 gezeigt. Eine Lochblende (engl. pinhole) vor dem Photodetektor oder
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Photomultiplier sorgt dafiir, dass nur Licht aus dem Brennpunkt aufgenommen wird.
Dadurch kann die Fluoreszenz eines definierten Punktes in dem gefarbten Gewebe
aufgenommen werden. Mit zwei verstellbaren Spiegeln und dem Objektiv kann der die
Fluoreszenzfarbstoffe anregende Laserstrahl so in x-, y- und z-Richtung abgelenkt
werden, dass jeder Punkt im Gewebe optisch abgetastet werden kann.

Bei der fluoreszenten Doppelfirbung werden die beiden sekunddren, mit
Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelten Antikdrper so gewidhlt, dass sich ihre
Emissionsspektren nicht iiberlappen (Abbildung 18). Dadurch kénnen die gefarbten
Antigene mit demselben Laserstrahl durch zwei verschiede Kanéle aufgenommen

werden.
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Abbildung 17  Prinzip der konfokalen Mikroskopie

Licht von einem Laser trifft auf das gefirbte Gewebe und erzeugt durch Anregung der Fluorophore
Fluoreszenz. Durch das Pinhole wird nur reflektiertes Licht von einem bestimmten Punkt mit dem
Photomultiplier detektiert. Der Fokus dieses Punktes wird entlang verschiedener Ebenen durch das
Gewebe bewegt und tastet so sukzessive den gesamten Schnitt ab. Quelle www.zeiss.de.
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Abbildung 18  Emissionsspektra von Alexa 488 und Cy3

In der Grafik sind die Abstrahlungsintensititen von Alexa 488 (griin) und Cy3 (rot) als Funktion der
Abstrahlungsfrequenz abgebildet. Die Spitzen der beiden Emissionspektren iiberlappen sich nicht, die
gleichzeitige Aufnahme von beiden Farbstoffen mit dem konfokalen Mikroskop ist also moglich. Plot
generiert mit einer Datenbank von BIO-RAD (http://fluorescence.nexus-solutions.net/frames6.htm).

3.3.7 QUALITATIVE WEITERVERARBEITUNG DER AUFNAHMEN

Von den 20 pm dicken Gewebeschnitten wurden Aufnahmen von 1 pm bzw. 2 um
Dicke gemacht, die spéter in Adobe Photoshop (Adobe Systems, San Jose, Kalifornien,
USA) zu sogenannten Maximum-Intensity Projektionen zusammengefiigt wurden. Die
Fluoreszenzfarbstoffe wurden in zwei getrennten Kanidlen aufgenommen. Durch
Maximum-Intensity Aufnahmen wurde eine Vorauswahl der zu verarbeitenden Schnitte
getroffen. Wenn ein Ausschnitt gefunden wurde, der sowohl ein gefiarbtes Soma und
Dendriten, als auch eine ausgepréigte synaptische Farbung enthielt, wurden die die
Struktur enthaltenden Schichtaufnahmen zu einem Gesamtbild zusammengefiigt. Mit
der Funktion ,apply image’, blending mode ,lighten’ wurden die verschiedenen
Schichten eines Farbkanals aufeinander addiert. ,Lighten’ fiihrt dazu, dass bestimmte,
in mehreren Schichten vorkommende Pixel sich nicht zu einem stirkeren Signal
aufsummieren und damit die Schirfe des Bildes verschlechtern. Die beiden

resultierenden Bilder der verschiedenden Farbkanidle wurden dann mit der Funktion
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,apply image’, blending mode ,add’ zum endgiiltigen Gesamtbild zusammengefiigt.
Desweiteren wurde den Aufnahmen noch eine kiinstliche Farbe zugewiesen und
einzelne Kanile teilweise kontrastverstérkt.

In den auf Objekttrigern aufgebrachten gefarbten Hirnstammschnitten von
Wiistenrennmausen wurde die MSO optisch nach Kriterien von Nordeen (Nordeen et
al., 1983) identifiziert. Bei der Ratte kann die MSO als dreieckiger Nukleus medial der
LSO erkannt werden.

Zur qualitativen Analyse wurden Aufnahmen der MSO bzw. von einzelnen MSO
Neuronen bei verschiedenen VergroBerungen gemacht. Hierbei sollte moglichst die
bipolare Struktur der Zellen und die Kolokalisation von dendritischem Marker und

inhibitorischen synaptischem Marker deutlich sein.

3.3.8 QUANTITATIVE ANALYSE DER FLUORESZENZFARBUNGEN

Insgesamt wurden 8 MSOs von 4 im Rauschen aufgewachsenen Tieren analysiert.

Fiir die quantitative Analyse der Gerbil MSO Neurone wurde versucht von jeder
MSO vier Aufhahmen zu machen (Abbildung 19). Jedes der Bilder sollte einen Teil des
Somabereiches und die sich nach lateral bzw. medial erstreckenden Dendriten
enthalten. Die dorsolaterale Ausdehnung der fiir die weitere Analyse bestimmten Bilder
musste mindestens 40 um betragen (Abbildung 20).

Die eigentliche quantitative Analyse der Verteilung der Glyzinrezeptoren auf den
Dendriten in Abhéngigkeit zu der Entfernung vom Zellsoma erfolgte mit dem
Computerprogramm DIGITRACE (IMATEC, Miesbach, Deutschland). DIGITRACE
zéahlt Pixel mit bestimmter Gréfe und bestimmter Graustufe und fasste sie in 20 um
Abschnitte relativ zum Somaabstand zusammen. Fiir die Auswertung mit DIGITRACE
mussten die aufgenommenen Bilder so gedreht werden, dass die Dendriten sich
waagrecht von links nach rechts erstrecken (Abbildung 20). Hierbei wurde nicht

zwischen sich nach lateral oder medial erstreckenden Dendriten unterschieden.
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Abbildung 19  Bildliche Darstellung der vier Aufnahmen einer MSO

Von jeder MSO in einem Gehirnschnitt wurden fiir die spitere Quantifizierung vier Aufnahmen
gemacht, auf denen moglichst immer die Dendriten in ihrer vollen Linge enthalten sein sollten. Fiir die
weitere Analyse wurde die Lage der Dendriten im Gehirnschnitt (lateral oder medial) nicht
berticksichtigt.

Abbildung 20  Drehen der konfokalen Aufnahmen fiir die Analyse
Fir die Analyse mit Digitrace miissen die am konfokalen Mikroskop aufgenommenen Bilder so
ausgerichtet werden, dass die Dendriten sich in einem rechten Winkel von links nach rechts erstrecken.
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Die aus der Auszdhlung mit Digitrace resultierenden Punktedichten pro
Dendritenabschnitt wurden auf den proximalsten Abschnitt normalisiert und in Relation
zum Abstand vom Soma verglichen.

Statistische Unterschiede in den Verteilungen der Glyzinrezeptoren wurden mit
dem Mann-Whitney U Test fiir zwei unabhéngige Verteilungen bestimmt.

Die durch Digitrace erhaltenen Zahlen wurden an Beispielen durch
Handauszdhlungen kontrolliert. Dabei wurden die von Digitrace ausgezihlten
Dendritenstiicke in Adobe Photoshop in 20 um unterteilt und die einzelnen
Glyzinrezeptorpunkte von Hand ausgezéhlt (Abbildung 21). Hierbei ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Auszdhlung per Hand und mit Digitrace (P >

0,29; Mann-Whitney U Test).
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Abbildung 21  Vergleich zwischen Auszihlung per Hand und mit Digitrace

Im direkten Vergleich einzelner Zellen (n=11) ergibt sich kein signifikanter Unterschied zwischen der
Auswertung mit Digitrace und der Auswertung per Hand (Fehlerbalken: Mittlere Standardabweichung; P
> 0,29; Mann-Whitney U Test).

3.3.9 QUANTIFIZIERUNG DER DAB-FARBUNGEN

Diese Analyse umfasste jeweils 50 gegen Gephyrin gefarbte Zellen von 2 erwachsenen
und 4 jungen Ratten, sowie 50 Zellen von 2 adulten Ratten aus fritheren Versuchen, die

gegen Glyzin gefdrbt, aber noch nicht quantifiziert waren (Kapfer, 1999).
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An einzelnen Zellen wurde die Punktedichte am Soma bzw. an den in 10 pm
Abschnitte unterteilten Dendriten ermittelt. Die Zellen wurden an einem Standard
Lichtmikroskop (Zeiss Axiophot) mit Hilfe eines Zeichentubus nachgezeichnet und die
Punkte in den verschiedenen Abschnitten gezdhlt. Der Somaumfang einzelner Zellen
wurde unter Verwendung von Digitrace bestimmt und die Punktedichte pro um fiir die
einzelnen Abschnitte (Soma und 10 um Dendritenstiicke) berechnet.

Statistische Unterschiede der Gephyrin- und Glyzinpunktedichte wurden mit dem
Mann-Whitney U Test fiir zwei unabhingige Verteilungen bestimmt.

34 ELEKTROPHYSIOLOGIE

Die durchgefiihrten elektrophysiologischen Experimente fanden in vivo am
narkotisierten Tier statt. Alle Experimente waren akut, d.h. die Tiere erwachten nach

Beendigung des Versuchs nicht.

3.4.1 DER DNLL

Alle in dieser Arbeit vorgestellten Ableitungen wurden im dorsalen Nukleus des
lateralen Lemniscus (DNLL) durchgefiihrt. Die Entscheidung die ITD-Sensitivitit im
DNLL zu messen, fiel aufgrund der Tatsache, dass elektrophysiologische Ableitungen
in der MSO wiederholt als sehr schwierig beschrieben wurden (Goldberg and Brown,
1969; Yin and Chan, 1990; Spitzer and Semple, 1995). Der DNLL befindet sich genau
ventral vom auditorischen Mittelhirn, dem IC, und ist einer der drei Hauptkerngebiete
(dorsaler, medialer und lateraler Lemniscus) die in den Fasern des lateralen Lemniscus
eingebettet sind. Der DNLL erhdlt monaurale und binaurale Einginge von
verschiedenen Stationen des auditorischen Stammhirns, und sendet seinerseits
inhibitorische Projektionen zum contralateralen DNLL und zum bilateralen IC (Wu,

1999) (Abbildung 22).
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Abbildung 22  Einginge zum dorsalen Nucleus des lateralen Lemniscus

Schematisches Diagramm von den wichtigen erregenden und hemmenden Eingédngen zum DNLL.
Schwarze Pfeilspitzen zeigen exzitatorische Projektionen, weile Pfeilspitzen inhibitorische Projektionen.
Die gestrichelte Linie deutet die Mittellinie des Gehirns an. Abbildung aus (Wu, 1999).

Die MSO sendet einen erregenden Eingang zum ipsilateralen DNLL (Abbildung 4).
Somit sollten DNLL Zellen die ITD-Sensitivitdit der MSO widerspiegeln (vgl. auch
Fitzpatrick and Kuwada, 2001).

3.4.2 PRAPARATION

Nach dem Verabreichen einer subkutanen Initialnarkose wurde gewartet bis das Tier
keinen FuBriickziehreflex mehr zeigte und nicht mehr empfindlich auf Zwicken in die
Ohren war. Das subkutan verabreichte Narkosegemisch bestand aus Ketamin (10
mg/100 g Korpergewicht) und Xylazin (Markenname Rompun) (2%) fiir adulte Tiere.
Bei den 14 bzw. 15 Tage alten Tieren wurde die relative Menge an
Xylazinhydrochlorid um 50 % verringert. Nach dem Einsetzen der Narkose wurde der
Knochen des oberen Schidels freiprépariert und mit Zahnzement (Denthesive II,
Adhesive bond II, Charisma; Heraeus Kulzer, Armonk, NY, USA) ein Metallnagel
rostral der Bregmanaht am Schédel befestigt, um damit den Kopf des Tieres in der
Ableitapparatur zu fixieren. Uber dem IC wurde mit einem Zahnarztbohrer (Synea
WA-86 A, W&H Dentalwerke Biirmoos GmbH, Biirmoos, Osterreich) ein kleines Loch

mit ca. 0,5 mm Durchmesser in der Schideldecke freigelegt.
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Die durch die Kreuzungspunkte des Bregma und Lambda (Abbildung 23) und
durch zwei Punkte definierten Abstands lateral zum Lambdapunkt definierte Ebene
wurde horizontal, orthogonal zur Elektrodenvorschubrichtung, ausgerichtet. Die
Elektroden wurden zwischen 1800 und 2400 um lateral und 700 bis 900 um caudal des
Lambdapunktes (Abbildung 23) eingebracht. Diese Stelle wurde vorher durch
anatomische Versuche und den stereotaxischen Gerbil-Hirnatlas (Loskota et al., 1974)
ermittelt. Dabei wurde an definierten Stellen im Hirnstamm ein Farbstoff eingebracht
und die benoétigte Elektrodenposition fiir Ableitungen im DNLL ermittelt.

Bei den im Rahmen dieser Arbeit vorgenommenen Physiologieversuchen waren
die Tiere unter stindiger Narkose. Wéhrend des Experiments wurde die Narkose im
Abstand von 30 Minuten mit einer intramuskuldr verabreichten Dosis von 0.05 ml der
Narkosemischung  aufrechterhalten. Die  Ableitungen erfolgten in  einer
selbstkonstruierten schalldichten Kammer vorgenommen. Wihrend des Experiments
wurde die Korpertemperatur mit Hilfe eines Warmekissens (Homeothermic Blanket
Control Unit, Harvard) auf 39° C gehalten. Die Korpertemperatur wurde dabei mit
einem Temperaturfiihler auf der Bauchseite des Tieres gemessen. Bei 14 und 15 Tage
alten Wiistenrennmausen wurden in Abstinden von 30 min zusétzlich 0,05 ml einer 1:1
Mischung von 0,9% NaCl-Losung und einer Nahrldsung (Stereofundin VG-5, B.
Braun, Melsungen) subkutan verabreicht.

Die Dauer der Experimente variierte zwischen 8 und 16 Stunden, wobei
Experimente mit P14/P15 Tieren die Dauer von 12 Stunden wegen friihzeitigen Exitus
nicht iiberschritten. Bei den erst zwei Wochen alten Tieren ist die Spanne der Narkose
zwischen Uberdosierung und Aufwachen sehr klein, so dass die Gefahr eines Todes
durch Uberdosierung der Narkose sehr groB ist. AuBerdem scheinen die jungen Tiere
die Narkose insgesamt schlechter zu vertragen als adulte Tiere. Am Ende der
Experimente wurden die Tiere bei Bedarf mit einer 0,05 ml Injektion von T61 (Intervet

International GmbH, Wiesbaden) getotet.
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Abbildung 23  Dorsale Ansicht eines Siugetierschidels
In dieser dorsalen Aufsicht eines Schidels sind die Lage von Bregma und Lambda zu erkennen. Anhand
der beiden Punkte wurde die Stereotaxie des Schidels definiert.

Nach dem Einbringen einer Ableitelektrode erfolgte die Prasentation der akustischen
Stimuli um akustisch sensitive Gehirnareale zu identifizieren. Die Prédsentation der
Stimuli erfolgte mittels zwei Beyer Dynamics Lautsprechern (Model DT 990,
beyerdynamic, Heilbronn), die mit Schlduchen (innerer Durchmesser 2 mm) definierter
Linge mit dem Gehorgang verbunden waren, bzw. mit zwei Sony-Lautsprechern
(MDR-EX70LP, Sony Deutschland GmbH, Ko6ln-Ossendorf), die durch ein ca. 5 mm
langes Kunststoffrohrchen ebenfalls mit dem Gehdrgang verbunden waren. Hierbei
musste darauf geachtet werden, dass die Schlduche dicht mit dem Horeingang
abschlossen. Bei den jungen Gerbils wurde das AuBenohr caudal des Tragus
eingeschnitten und der Tragus nach unten geklappt, damit der Gehdrgang besser
zuginglich war. Die Generierung der Stimuli erfolgte mit Hilfe computergestiitzter
Software (Spike, Computerprogramm in Eigenregie; Brainware, Tucker Davis
Technologies, Alachua, FL, USA) und Tucker-Davis-Technologies (TDT) System II
und III Hardware. Zur manuellen Stimulusgenerierung, z.B. um die Bestfrequenz
audiovisuell zu bestimmen (sieche unten), wurde ein Funktionsgenerator der Firma
Toellner (7706A, TOELLNER Electronic Instrumente GmbH, Herdecke) eingesetzt.
Die prinzipielle Anordnung der einzelnen Bestandteile ist in Abbildung 24 schematisch
dargestellt.

Der Suchstimulus bestand aus einem binaural prédsentierten Sinuston dessen

Frequenz zwischen von 50 Hz und 15 bzw. 40 kHz bei der geringsten Abschwichung
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(20 dB) in Schritten von 100 Hz durchgestuft wurde. Die Stimulusldnge des
Suchstimulus betrug 100 ms, die Anstiegs- und Abfallzeit jeweils 5 ms.

Der Elektrodenvorschub erfolgte mit einem Mikromanipulator (Burleigh
Inchworm Controller 8200, EXFO, Vanier (Quebec), Kanada). Einzelne Zellen wurden
extrazelluldr mit 1 und 5 MQ Elektroden (World Precision Instruments, Berlin bzw.
Science Products GmbH, Hofheim) abgeleitet. Ab einer Tiefe von etwa 2000 um von
der Gehirnoberfliche wurden normalerweise die ersten akustisch induzierten Signale
vom IC empfangen. Akustisch induzierte Signale sind zeitlich an die akustischen
Stimuli gekoppelt. Wird der akustische Stimulus stark abgeschwécht oder nicht mehr
prasentiert, so verschwindet das akustisch induzierte Signal. Mit groerer Eindringtiefe
wurde die charakteristische Antwort des IC immer hochfrequenter, was der Tonotopie
des IC entspricht. Ab etwa 4000 bis 6000 pm konnten akustisch induzierte Signale des
DNLL abgeleitet werden.

Die BF einer Zelle, also die Frequenz bei der die Zelle am empfindlichsten auf
akustische Reizung war, wurde mit Hilfe einer Tuningkurve bestimmt. Dabei wurden
verschiedene Frequenzen binaural ohne interauralen Zeitunterschied bei verschiedenen
Abschwéchungen présentiert. Die Dauer des Stimulus betrug 40 ms, die Anstiegs- und
Abfallzeit 5 ms. Die ITD-Stimuli waren 100 oder 200 ms lang und die Lautstirke
wurde 20 dB iiber der Schwelle an der BF eingestellt. Es wurden 4 Stimuli pro Sekunde
ausgegeben, die Anstiegs- und Abfallzeit des Stimulus betrug 5 ms. Die
Stimulusverzégerung war konstant am contralateralen Ohr und variierte in 50 oder 100
us Schritten am ipsilateralen Ohr. Das Spektrum an ITDs umfasste mindestens einen
Zyklus der Stimulusfrequenz. Jede einzelne ITD wurde in zufélliger Reihefolge
zwischen 20 und 80 Mal wiederholt. Alle anderen Stimuli (IID, monaurale und
binaurale Ratenintensititsfunktionen) hatten ebenfalls eine Anstiegs- und Abfallzeit
von jeweils 5 ms und waren von 100 ms (IID, monaurale Ratenintensitdtsfunktion) oder
40 ms (binaurale Ratenintensititsfunktion) langer Dauer. Die Kalibrierung der
Stimuligenerierung und der Lautsprecher erfolgte unter Verwendung eines " Inch
Mikrophons (Reinstorp VtS, Deutschland), einem MeBverstiarker (MV 302, Microtech,
Gefell) und einem Wellenformanalysierer (model SR770 FFT network
analyzerStanford Research Systems, Sunnyvale, CA, USA).

Die Aufzeichnung der Daten erfolgte mit Spike und Brainware Software.
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Abbildung 24  Schematischer Aufbau des In-vivo Setups

Schematische Illustration des Stimulus- und Ableitschaltkreis. Die Stimulation mit ,Spike’ ist in blau,
mit ,Brainware’ in rot dargestellt. Die Stimulusprédsentation mittels Funktionsgenerator und der
Ableitschaltkreis sind grau abgebildet. Zeichnung der Wiistenrennmaus frei nach (Schuett et al., 2002).
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34.3 TIERGRUPPEN

Wiistenrennmause der Kontrollgruppe wurden im Tierhaus des Max-Plack-Instituts
geziichtet und waren mindestens einen Monat alt (Durchschnittsalter 59 Tage) bevor sie
in den Versuch kamen. Die Rauschexposition der jungen und adulten Tiere wird bereits
unter 3.2 beschrieben. Junge Tiere wurden 14 oder 15 Tage nach Geburt in den

Versuch genommen.

344 DATENANALYSE

Die Analyse der Daten erfolgte nach den Experimenten mit Microsoft Excel
(Microsoft, Redmond, Washington, USA), STATISTICA (StatSoft Inc., Tulsa,
Oklahoma, USA) und MATLAB (The MathWorks Inc., Natick, Massachusetts, USA).
Die beste IPD der einzelnen ITD-Funktionen wurde nach Auswertung individueller
Spikezeiten und einer Vektoranalyse nach Goldberg und Brown (Goldberg and Brown,
1969) ermittelt. Die maximale Steigung der ITD-Funktionen wurde mit der

Bestimmung des Wendepunktes einer angepassten sigmoidalen Funktion (Formel 1)

berechnet.
a
b + exp(- ¢X)
Formel 1 Allgemeine sigmoidale Funktion

Die Variablen der allgemeinen sigmoidalen Funktion wurde mit STATISTICA ermittelt und die
Funktion so an die ITD-Funktionen angeglichen.

Die sigmoidale Funktion wurde zwischen Minimum und Maximum der ITD-Funktion

angepasst. Ein Beispiel hierfiir ist in Abbildung 25 gezeigt.
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Abbildung 25  Regressionsgleichung einer ITD-Funktion

Beispiel einer Regressionsgleichung an eine ITD-Funktion. Eine normale sigmoidale Funktion wurde
vom Minimum bis zum Maximum der ITD-Funktion angepasst. Daten aus der ITD-Funktion an der BF
von Abbildung 75. Die ermittelte maximale Steigung liegt bei —55,6 ps.

Von der erhaltenen Regressionsgleichung wurde die ITD des Wendepunktes, also der
steilste Punkt berechnet. Fiir das Beispiel in Abbildung 25 liegt die maximale Steigung
bei —55,6 us.

Zur Bestimmung von Monotonie bzw. des Grades von nicht-monotonem Verhalten
der binauralen Ratenintensitdtsfunktionen wurde die Spikerate bei der hochsten
Stimulusintensitit durch die hochste Spikerate geteilt (vgl. Park et al., 2003).

Statistisch signifikante Unterschiede der einzelnen Verteilungen wurden, soweit
nicht anders angegeben, mit dem Kolmogorov-Smirnov Test bestimmt, da neben
Unterschieden zwischen den  Mittelwerten auch  Unterschiede in  der
Standardabweichung zwischen den einzelnen Verteilungen zu erwarten waren. Der
statistische Vergleich der mittleren Reizschwellen der verschiedenen Gruppen erfolgte
mit dem t-Test fiir unabhéngige Verteilungen.

Die Strenge oder Giite einer Korrelation wird anhand des Korrelationskoeffizienten

r angegeben. Ab einem r > 0,65 oder < -0,65 waren die Werte gut korreliert.
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4 ERGEBNISSE

Die Ergebnisse dieser Arbeit gliedern sich im wesentlichen in drei Teile:

. Erstens sollte der Einfluss der Horerfahrung auf die Entwicklung der
glyzinergen Synapsen an MSO-Zellen bei der Wiistenrennmaus anhand der
Verteilung an den Dendriten untersucht werden.

. Zweitens sollte dieses Ergebnis mit der Verteilung der inhibitorischen
Synapsen an MSO-Zellen eines nur hochfrequent hérenden Tieres, der Ratte,
verglichen werden.

. Der dritte und letzte Punkt war die physiologische Untersuchung der
Entwicklung der ITD-Kodierung und des Einflusses der Horerfahrung auf

die Verarbeitung von ITDs bei der Wiistenrennmaus.

4.1 EINFLUSS DER HORERFAHRUNG AUF DIE VERTEILUNG
GLYZINERGER SYNAPSEN AN MSO-ZELLEN DER

WUSTENRENNMAUS

4.1.1 FLUORESZENZDOPPELFARBUNG

Es wurden 7 in weilem Rauschen aufgezogene Wiistenrennmiuse (engl. noise raised
animal, NRA) in bezug auf ihre Verteilung der Glyzinrezeptoren auf den Dendriten in
Abhéngigkeit zum Abstand vom Soma untersucht. Zusdtzlich wurde die Struktur von
inhibitorischen Synapsen in elektronenmikroskopischen Aufnahmen analysiert, um
Hinweise fiir die normale Funktionalitit dieser Eingéinge zu suchen.

Anhand dieser Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob die im adulten Tier
gefundene Restriktion inhibitorischer Synapsen auf das Soma tatsdchlich auf
richtungsspezifische binaurale akustische Signale wihrend der Entwicklung
angewiesen ist, oder ob sie rein durch binaurale Aktivitit bestimmt wird. Durch
monaurale Cochleaablationen wurde bereits gezeigt, dass die normale Entwicklung die
Existenz beider Horeingéinge voraussetzt (Kapfer, 1999). Das Entfernen einer Cochlea
ist jedoch ein starker Eingriff in das System, der nicht nur die neuronale Aktivitét
verdndert, sondern auch unspezifische, z.b. degenerative Prozesse auslost, die einen

Einfluss auf die Segregation der inhibitorischen Synapsen haben konnten. Um daher
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ausschlieBlich die Horerfahrung zu beeinflussen, wurden Wiistenrennméiuse von P10
bis P25 omnidirektionalem weillem Rauschen ausgesetzt (sieche Kaptiel 3.2). Die
Intensitdt des Rauschens (< 80 dB SPL) war so eingestellt, dass nicht alle
richtungsspezifischen Signale eliminiert (besonders im Nahfeld), sondern stark
maskiert wurden (Withington et al., 1990). Das Breitbandrauschen von allen Seiten
prasentierte viele verschiedene ITDs bei allen Frequenzen und iiberlagerte somit
natiirlich vorkommende interaurale Zeitdifferenzen.

In Abbildung 26 ist die MSO einer im Rauschen aufgezogenen Wiistenrennmaus
zu sehen. Der Gehirnschnitt wurde mit Antikorpern gegen MAP2 (blau) und
Glyzinrezeptor (gelb) geférbt. Klar zu erkennen ist das sich in einer geraden Linie von
dorsal nach ventral ausdehnende Zellband. Die sich nach lateral und medial
erstreckenden Dendriten sind nur im ventralen Teil gut zu erkennen. Im dorsalen Teil
erscheinen die Dendriten ungeordneter. Die Form der MSO und die Anordnung der
einzelnen Neurone von NRA-Tieren zeigt keine offensichtlichen Unterschiede zur
MSO in normalen adulten Tieren. Teilweise ist an einzelnen Dendriten die gelbe
Glyzinrezeptorfairbung noch sehr weit distal zu erkennen. Viele Dendriten lassen sich
jedoch nicht in ihrer ganzen Lénge verfolgen, was daran liegt, dass die Dendriten z.T.

aus der Schnittebene laufen.
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Abbildung 26 MAP2-/Glyzinrezeptorfirbung einer Wiistenrennmaus MSO

MSO einer adulten Wiistenrennmaus, gefarbt mit Antikdrper gegen MAP2 (blau) und Glyzinrezeptor
(gelb). Teilweise sind die sich nach medial und lateral erstreckenden Dendriten zu erkennen. Die gelbe
Farbung des Glyzinrezeptors ist vor allem am Zellsoma prominent, teilweise aber auch noch weit
entfernt vom Zellband zu sehen (Pfeile). Mafistab 100 um.

In Abbildung 27 ist die MSO Zelle eines normalen adulten Tieres und eines NRA-
Tieres im Vergleich zu sehen. Wiederum sind die Dendriten blau (MAP2) und die
Glyzinrezeptoren gelb (Glyzinrezeptorantikdrper) gefarbt.
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Abbildung 27  Vergleich von MSO-Zellen bei normaler und im Rauschen aufgewachsenen
Wiistenrennmaus

a, MSO Zelle eines normalen adulten Tieres. Gut zu erkennen ist der durch MAP2 (blau) geférbte
Dendrit. Die gelbe Glyzinrezeptorfarbung ist auf dem Zellsoma deutlich vorhanden (voller Pfeil), auf
dem proximalen und distalen Dendriten jedoch praktisch nicht (offene Pfeile). b, Die MSO-Zelle einer
im Rauschen aufgewachsenen Wiistenrennmaus zeigt eine hohe Dichte an Glyzinrezeptoren auf dem
Soma (voller Pfeil) aber auch eine hohe Dichte an Glyzinrezeptoren auf den proximalen und distalen
Dendriten (offene Pfeile). MaBstab 20 pm. Bild in a von Christoph Kapfer (Kapfer et al., 2002).

Durch die starke gelbe Farbung am linken Bildrand von beiden Abbildungen kann man
die Umrisse eines Zellsomas teilweise identifizieren (ausgefiillte Pfeile). Die Dendriten
(im Bild von links nach rechts ziehend) sind klar mit MAP2 geférbt (offene Pfeile). Bei
der MSO-Zelle des normal aufgewachsenen adulten Tieres (Abbildung 27a) beschrankt
sich die Glyzinrezeptorfirbung vor allem auf das Soma. Auf den proximalen und
distalen Dendriten ist fast keine Glyzinrezeptorfarbung zu sehen. Ein anderes Bild
ergibt sich hingegen an der MSO-Zelle des in weilem Rauschen aufgewachsenen
Tieres (Abbildung 27b). Das Zellsoma ist wie in Abbildung 27a stark gelb gefarbt,
jedoch ist die Dichte der Glyzinrezeptoren auf den proximalen und distalen Dendriten

deutlich hoher als im Kontrolltier.
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In Abbildung 28 sind zwei weitere Beispiele einer MSO-Féarbung aus einer anderen
in der Rauschbox aufgezogenen Wiistenrennmaus gezeigt. Die Zellen wurden mit
Antikorpern gegen MAP2 und Glyzinrezeptor geférbt. In beiden Bildern lésst sich die
hohe Glyzinrezeptordichte auf den Dendriten feststellen.

Abbildung 28a. Erklirung siehe niichste Seite.
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Abbildung 28 MSO-Zellen mit hoher Glyzinrezeptordichte auf dem Dendriten

a und b, Das Soma beider Zellen zeigt eine hohe Dichte an Glyzinrezeptoren (gelbe Farbung, voller
Pfeil). Ebenso findet sich Glyzinrezeptorfarbung bis weit in die distalen Dendriten (offene Pfeile). b, Der
Dendrit ist nicht vollstindig erhalten, dennoch wird deutlich, dass er weit entfernt vom Bereich der
Somata ist. Maf3stab 20 pm.

Neben MAP2 wurde auch SMI32 zur Sichtbarmachung von Dendriten verwendet.
SMI32 farbt allerdings nicht nur Dendriten, sondern auch neuronale Zellkdrper und
dicke Axone. In Abbildung 29 ist die MSO einer im Rauschen aufgewachsenen
Wiistenrennmaus dargestellt. Das Zellband mit den Zellkorpern ist durch den hohen

Anteil an der in rosa dargestellten Glyzinrezeptorfarbung erkennbar.
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Abbildung 29 MSO einer im Rauschen aufgewachsenen Wiistenrennmaus

Die abgebildete MSO einer im Rauschen aufgewachsenen Wiistenrennmaus wurde mit Antikdrpern
gegen Glyzinrezeptor (rosa) und SMI32 (blau) gefirbt. Man erkennt das Zellband sowie die Farbung von
Glyzinrezeptoren. Mafstab 100 pm.

Bei Aufnahmen von einzelnen Zellen ldsst sich die Verteilung der
glyzinrezeptorpositiven Punkte feststellen. Abbildung 30 zeigt ein Beispiel einer MSO-
Zelle aus dem gleichen Tier wie in Abbildung 29. Das Soma dieser Zelle (volle Pfeile)
ist nicht mehr intakt. Lateral und medial erstrecken sich Dendriten. Es lassen sich
einzelne glyzinrezeptorpositive Punkte auf dem Zellsoma ausmachen. Einzelne
gefarbte Glyzinrezeptorpunkte sind auf den distalen Dendriten zu sehen (offene Pfeile).

Das Erscheinungsbild dieser MSO unterscheidet sich in bezug auf das Dendritenfeld
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von der Fiarbung in Abbildung 26. Diese Unterschiede sind vermutlich auf die

verschiedenen Farbungsprozesse zuriickzufiihren.

Abbildung 30  Einzelne MSO-Zelle einer Noisebox-Wiistenrennmaus

MSO Zelle gefarbt mit Glyzinrezeptor (rosa) und SMI32 (blau) Antikorper. Die Zelle scheint in der
Mitte des Somas zerrissen (volle Pfeile). Vor allem an dem sich nach links erstreckenden Dendriten ist
die Glyzinrezeptorfirbung erkennbar (offene Pfeile). MafB3stab 20 pm.

Abbildung 31 zeigt ebenfalls eine MSO-Zelle eines Noisebox Tieres. Von diesem
Neuron erstrecken sich nicht nur Dendriten nach medial und lateral, sondern auch nach
ventral. Auflerdem ist ein nach dorsal ziehendes Axon zu erkennen. Die Anordnung der
Dendriten bietet Grund zu der Annahme, dass es sich bei dieser Zelle um eine ,non-

principal cell” handelt.
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Abbildung 31  Einzelne MSO-Zelle eines Noisebox Tieres

In der Abbildung ist eine MSO-Zelle einer im Rauschen aufgezogenen Wiistenrennmaus gegen SMI32
(blau) und Glyzinrezeptor (rosa) gefarbt. Auf dem Zellsoma sind einzelne spezifische
glyzinrezeptorpositive Punkte auszumachen (weiler Pfeil). Entlang der proximalen und distalen
Dendriten sind deutlich Glyzinrezeptorpunkte zu erkennen (offene Pfeile). Nach dorsal erstreckt sich
vom Soma ein diinner Fortsatz, der einem Axon zuzuschreiben ist (gelber Pfeil). AuBBerdem besitzt diese
Zelle nicht nur Dendriten nach lateral und medial, sondern auch noch einen Dendriten, der nach ventral
zeigt und ebenfalls glyzinrezeptorpositive Punkte besitzt (griiner Pfeil). Mal3stab 20 pm.

Zusammenfassend lésst sich also sagen, dass die Aufzucht von Wiistenrennméausen von
P10 bis P25 die Beschrinkung der glyzinergen Synapsen auf das Soma zu einem

gewissen Mal} unterdriickt.
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4.1.2 ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE AUFNAHMEN

Um Hinweise auf die Funktionalitit der glyzinergen Synapsen auf den Dendriten von
in Rauschexposition aufgezogenen Wiistenrennmdusen zu erhalten, wurden durch
Gephyrin identifizierte Synapsen auf ihre Kolokalisation mit pridsynaptischen
Axonterminalen hin untersucht. Gephyrin ist ein Verankerungsprotein von Glyzin- und
GABArezeptoren und tritt nur postsynaptisch an inhibitorischen Synapsen auf
(Kneussel and Betz, 2000). Dazu wurden mit Gephyrinantikorper gefairbte MSO-Zellen
von im Rauschen aufgezogenen Wiistenrennméusen elektronenmikroskopisch
untersucht..

Abbildung 32 zeigt den Querschnitt eines Dendriten einer MSO-Zelle von einer
Wiistenrennmaus aus einem Noiseboxversuch. Der Dendrit (D) ist von vier
Axonterminalen (AT) umgeben, und im Dendriten, sowie in den Axonterminalen sind
zahlreiche Mitochondrien zu erkennen (Beispiel: griiner Pfeil). In den Axonterminalen
finden sich zahlreiche Vesikel (blauer Pfeil) und an einigen angeschnittenen Axonen
treten die Myelinscheiden dunkel hervor (roter Pfeil). Zwei dieser Terminalien sind
durch die Markierung von postsynaptischem Gephyrin als inhibitorische Synapsen

1dentifizierbar.
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Abbildung 32  Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Dendritenquerschnitts

Querschnitt durch den Dendriten einer MSO-Zelle einer im Rauschen aufgewachsenen Wiistenrennmaus.
Die inhibitorischen Synapsen sind durch Antikdrper gegen postsynaptisches Gephyrin sichtbar gemacht
(dunkle Férbung). Der Dendrit (D) ist zu allen Seiten von Axonterminalen (AT) umschlossen.
Inhibitorische (weile Pfeile) und exzitatorische Synapsen (schwarze Pfeile) sind gleichermaBlen
vorhanden. Im Gegensatz zu den exzitatorischen Synapsen ist die postsynaptische Seite der
inhibitorischen Synapsen durch Gephyrin deutlich schwarz geférbt. Interessant ist die inhibitorische
Synapse links oben, die in zwei postsynaptische Verdichtungen endet. MaBstab 1 um.

In Abbildung 33 sind zwei angeschnittene Zellkorper der MSO eines Noiseboxtieres zu
sehen. Eine groBe Anzahl der Synapsen ist auch hier glyzinerg. An den durch schwarze
Anti-Gephyrinfiarbung identifizierten inhibitorischen Synapsen sind prisynaptische

Axonterminale vorhanden.
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Abbildung 33  Elektronenmikroskopische Aufnahme zweier MSO-Zellkérper

Querschnitte durch zwei Zellkérper (ZK) einer elektronenmikroskopischen Aufnahme einer
Wiistenrennmaus MSO. Weille Pfeile kennzeichnen inhibitorische Synapsen, die durch die schwarz
erscheinende Anti-Gephyrinfirbung identifiziert werden. Maf3stab 1 pm.

Ein Querschnitt durch zwei Dendriten ist in Abbildung 34 zu sehen. Die durch die
DAB-Farbung schwarz markierten Gephyrinproteine zeigen, dass ein grofler Teil der
Synapsen beider Dendriten auch hier glyzinerg ist. Der Ausschnitt von Abbildung 34
zeigt die VergroBerung einer glyzinergen Synapse. Auf der présynaptischen Seite

erkennt man die zu einer dichten Matrix zusammengefassten Vesikel.
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Abbildung 34  Elektronenmikroskopische Aufnahmen von zwei Dendriten

Die Abbildung zeigt die Querschnitte durch zwei Dendriten einer unter Rauscheinfluss aufgewachsenen
Wiistenrennmaus. Beide Dendriten sind von Axonterminalen umgeben. Inhibitorische Synapsen (weille
Pfeile), identifiziert durch schwarze Gephyrinfirbung, und exzitatorische Synapsen (schwarze Pfeile)
sind gleichermafen vorhanden. Der Bildausschnitt zeigt die Vergroerung einer inhibitorischen Synapse.
Deutlich erkennbar sind die zu einer dichten Matrix zusammengefassten Vesikel. Mafstab 1 pm.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen belegen somit, dass die an Dendriten der
MSO-Zellen von Noisebox Tieren gefundenen glyzinergen Synapsen mit

prasynaptischen Axonterminalen verbunden sind.

4.1.3 QUANTIFIZIERUNG DER VERTEILUNG

Fiir eine quantitative Aussage liber die Verteilung der inhibitorischen Eingidnge an den
MSO-Zellen der im Rauschen aufgewachsenen Wiistenrennméuse wurde die Dichte der

Glyzinrezeptoren im Verhéltnis zum Abstand vom Soma bestimmt. Abbildung 35 zeigt
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die Verteilung der glyzinrezeptorpositiven Punkte auf einzelnen Dendritenabschnitten
als Funktion zum Somaabstand. Die Dendriten wurden in Abschnitte von 20 pm
unterteilt und die Punktedichte auf die relativ hdchste Dichte im proximalsten
Abschnitt normalisiert. Es wurden MSO-Zellen von drei verschieden Gruppen von
Wiistenrennmausen verglichen. Normale adulte Tiere zeigten eine starke Abnahme der
Glyzinrezeptordichte mit zunehmender Entfernung vom Soma. Die Héufigkeit an
Glyzinrezeptoren ist dabei bereits im zweiten Dendritenabschnitt bis auf fast 50 %
reduziert. Zwischen 120 und 140 pm Abstand vom Soma betrug die Dichte nur noch
weniger als ein Zehntel des ersten Abschnittes. An Dendriten der MSO Zellen von
Tieren, die in omnidirektionalem Rauschen aufgezogen wurden, war die relative
Glyzinrezeptordichte entlang der gesamten Dendritenldnge, normalisiert zum
proximalsten Dendritenabschnitt (siehe 3.3.8), gegeniiber normalen adulten Tieren
signifikant erhoht (Abbildung 35; Mann-Whitney U Test, P < 0.002). Im Vergleich zur
Cochleablation unterdriickt das omnidirektionale weille Rauschen die Restriktion der
inhibitorischen Einginge jedoch weitaus geringer. Die Daten von normalen Tieren und

vertdubten Tieren wurden von Christoph Kapfer ermittelt (vgl. Kapfer et al., 2002).
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Abbildung 35 (vorherige Seite) Vergleich der Verteilung von Glyzinrezeptoren

An den MSO-Neuronen der im Rauschen aufgewachsenen Tiere ist die Dichte an glyzinergen Synapsen
an den Dendriten im Vergleich zu normalen adulten Tieren signifikant erh6ht. Die Dichte bleibt jedoch
hinter dem Wert der vertdubten Tiere zuriick. (Daten der normalen adulten Tiere und der vertdubten
Tieren wurden durch Christoph Kapfer ermittelt, vgl. Kapfer et al., 2002).

4.2 VERTEILUNG GLYZINERGER SYNAPSEN AN MSO-ZELLEN

DER RATTE

Die inhibitorischen Synapsen an den MSO-Zellen der Wiistenrennmaus, einem Tier das
interaurale Zeitdifferenzen verarbeitet, zeigen eine erfahrungsabhiangige Entwicklung
und Umverteilung. Wenn diese Entwicklung eine funktionelle Bedeutung fiir die ITD-
Kodierung hat, sollte man sie bei Tieren, die nur im hochfrequenten Bereich héren und
bei denen die ITD-Auswertung somit keine Rolle spielt, nicht erwarten. Daher
untersuchten wir die Verteilung von glyzinergen Rezeptoren an MSO Zellen der Ratte.

Um die Verteilung inhibitorischer Synapsen an MSO-Zellen bei der Ratte
qualitativ nachzuweisen, wurden, wie bei der Wiistenrennmaus, Doppelfarbungen
gegen Dendriten und Marker inhibitorischer Synapsen angefertigt. Zur Quantifizierung
wurden MSO-Zellen mit Antikdrpern gegen Gephyrin und Glyzin geférbt.

4.2.1 QUALITATIVE VERTEILUNG DER GLYZINREZEPTOREN AN MSO-

NEURONEN BEI DER RATTE

In Abbildung 36 ist die Anti-Gephyrin DAB-Firbung der rechten Hélfte des SOC einer
Ratte zu sehen. Deutlich zu erkennen im rechten oberen Bildrand ist die LSO mit ihrer
typischen S-formigen Struktur. Medial der LSO befindet sich die viel kleinere MSO, an
die medial der MNTB anschlieft. Die MSO ist bei der Ratte nicht so ausgeprigt wie
bei der Wiistenrennmaus. In dorso-ventraler Richtung erstreckt sich die MSO der Ratte
nicht so weit, die MSO-Zellen erscheinen auch weit weniger regelméfig und erstrecken
sich nicht entlang der dorso-ventralen Achse in einem gegliederten Zellband
angeordnet. Vor allem auf der ventralen Seite sind die Zellkorper breiter in medio-

lateraler Richtung gestreut.
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Abbildung 36  Anti-Gephyrin DAB-Firbung des SOC einer Ratte

Abgebildet ist die rechte Hilfte des SOC einer Ratte. Die Zellen wurden mit einem Antikrper gegen
Gephyrin gefarbt. Die LSO ist im rechten Bildrand mit ihrer typischen S-formigen Struktur gut zu
erkennen. Medial der LSO befindet sich die MSO, die von Neuropil mit niedriger Dichte umrahmt wird.
Die MSO ist hier weit weniger ausgeprigt als bei der Wiistenrennmaus und die einzelnen Zellen
erscheinen auch weniger geordnet.

In Abbildung 37 ist die MAP2-Féarbung der MSO einer Ratte zu sehen. Auch hier wird
klar, dass die MSO der Ratte weniger strukturiert ist als die der Wiistenrennmaus (vgl.
Abbildung 26). Die MSO hat durch ihre breitere Erscheinung ventral einen fast
pyramidenformigen Umriss. Rogowski und Feng (Rogowski and Feng, 1981)
beschreiben die Existenz von bi- und multipolaren Neuronen in der MSO der Ratte. Die
weiter unten gezeigten Beispiele einzelner MSO-Zellen entsprechen dem bipolaren
Typ, tiber die Existenz anderer Zellarten kann jedoch keine Aussage gemacht werden,
da fiir eine genaue Analyse die Anzahl der deutlich identifizierbaren Zellen zu gering

1st.
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Abbildung 37 MAP2-Firbung der MSO einer Ratte

Zentral im Bild ist der Nukleus der MSO zu erkennen (gestrichelte weifle Linie). Dendriten und, etwas
schwiécher, Somata sind durch MAP2 geférbt. Die MSO erscheint bei der Ratte weit ungeordneter als bei
der Wistenrennmaus, dennoch lassen sich einzelne Zellen mit ihren Dendriten erkennen.
MafBstab 100 pm.

Die unregelmiflige Anordnung der MSO-Zellen bei der Ratte ldsst schon vermuten,
dass die Analyse einzelner Zellen sich weitaus schwieriger gestalten kann als bei der
Wiistenrennmaus. Auf dieses Problem wird detailliert in 4.2.3 eingegangen.

An einzelnen MSO-Neuronen der Ratte sollte mit Doppelfarbung gezeigt werden,
ob die inhibitorischen Einginge gleichmiflig entlang des ganzen Dendriten verteilt
sind, oder ob es Hinweise auf eine rdumliche Beschrinkung der glyzinergen Synapsen
gibt. Abbildung 38a und b =zeigen eine mit Antikdrpern gegen MAP2 und

Glyzinrezeptoren bzw. nur gegen Glyzinrezeptoren gefiarbte MSO einer Ratte. Die
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gelbe Glyzinrezeptorfarbung kennzeichnet deutlich einzelne Neurone. Die Zellen
bilden am dorsalen Ende der MSO noch ein schmales Zellband, das aber nach ventral

breiter wird.

dorsal

lateral —J

Abbildung 38a (Beschreibung néchste Seite)
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Abbildung 38 MAP2-/Glyzinrezeptorfirbung der MSO einer Ratte

a, Die abgebildete MSO einer Ratte wurde mit Antikorper gegen MAP2 (blau) und Glyzinrezeptoren
(gelb) gefarbt. Die Zellen erscheinen dorsal noch mehr oder weniger zu einem Zellband angeordnet, das
aber nach ventral immer breiter wird. b, Die gleiche Aufnahme nur ohne die MAP2-Farbung. Dabei wird
die Verteilung der Glyzinrezeptoren entlang der Dendriten deutlicher. MaB3stab 100 pm.

Neben dem weniger strukturierten Zellband erscheinen auch die Dendriten weniger
geordnet als bei der Wiistenrennmaus.

Die Verteilung der glyzinergen Synapsen an MSO-Zellen der Ratte ist gut an den
beiden in Abbildung 39 gezeigten Beispielen zu erkennen. Beide Zellen sind mit

Antikorpern gegen MAP2 und gegen Gephyrin bzw. Glyzinrezeptor geférbt.
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Abbildung 39  Qualitative Verteilung von glyzinergen Synapsen an MSO-Zellen der Ratte

a, MSO Neuron mit MAP2- (blau) und Gephyrinfarbung (griin). Sowohl am Soma (voller Pfeil), als auch
an den proximalen und distalen Dendriten (offene Pfeile) findet sich Markierung fiir Gephyrin. b, MSO-
Neuron gefarbt mit Antikdrpern gegen MAP2 (blau) und Glyzinrezeptor (gelb). Auch hier findet sich
eine hohe Dichte an glyzinergen Synapsen auf Soma6, proximalen und distalen Dendriten. Malistab
20 pm

Bei beiden Zellen ldsst sich die Farbung flir Gephyrin bzw. Glyzinrezeptor auf den
Somata und den proximalen und distalen Dendriten erkennen. Die glyzinergen
Synapsen erscheinen also gleichmiBig entlang der Dendriten verteilt zu sein.

Bei einem weiteren Beispiel wurden MSO Zellen mit SMI32- und
Glyzinrezeptorantikorper angefdarbt (sieche Abbildung 40). Auch hier ist die Farbung

von Glyzinrezeptoren bis weit in die distalen Dendriten zu verfolgen.
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Abbildung 40  SMI32-/Glyzinrezeptorfirbung einer MSO-Zelle der Ratte

Die Abbildung zeigt zwei MSO-Zellen, an denen durch Antikdrperfarbung SMI32 (blau) und
Glyzinrezeptoren (rosa) sichtbar gemacht wurden. Neben den Somata (volle Pfeile) sind auch die
Dendriten (offene Pfeile) zu erkennen. Die Glyzinrezeptoren sind hier gleichméBig auf Soma,
proximalen und distalen Dendriten zu finden. Mafstab 20 um

4.2.2 ENTWICKLUNGSABHANGIGE VERTEILUNG VON GLYZINREZEPTOREN

AN MSO-ZELLEN DER RATTE

Der folgende Teil der Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit Christoph Kapfer
angefertigt.

Um zu testen, ob es bei der MSO der Ratte trotz der hohen Anzahl an
Glyzinrezeptoren auf den Dendriten im adulten Tier dennoch eine

entwicklungsabhiingige Anderung in der Verteilung von Glyzinrezeptoren gibt, wurden
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junge (vor Horbeginn) und adulte Ratten miteinander verglichen. Wegen der groBeren
Verldsslichkeit und besseren Quantifizierbarkeit wurde dazu eine konventionelle DAB-
Antikdrperfarbung auf Gephyrin (jung und alt) und Glyzin (alt) angewandt.

Abbildung 41 zeigt ein Beispiel einer MSO-Zelle einer 10 Tage alten Ratte. Die
Gephyrin-positiven Punkte umreilen das Zellsoma und einen Dendriten. Klar
erkennbar ist die gleichmiflige Verteilung der Punkte {iber Soma, proximale sowie

distale Dendriten.

‘f??‘zr

Abbildung 41  Gephyrin-DAB Firbung eines MSO-Neurons einer 10 Tage alten Ratte

Anhand der gephyrinpositiven Punkte ldsst sich der Umriss dieser Zelle genau nachvollziehen. Vom
Soma (voller Pfeil) zieht sich nach links ein Dendrit (offene Pfeile), der auf dessen gesamter Linge
gleichméBig Gephyrinfirbung zu sehen ist. MafB3stab 20 pm.

Gephyrinpositive Punkte an MSO-Zellen einer adulten Ratte verhalten sich dhnlich wie
die schon durch fluoreszente Doppelfairbungen gezeigten Ergebnisse in 4.2.1. In
Abbildung 42 ist die MSO-Zelle einer adulten Ratte gezeigt, die durch Antikorper
gegen Gephyrin mit DAB gefarbt ist.
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Abbildung 42  Gephyrin DAB-Firbung der MSO-Zelle einer adulten Ratte

Bei dieser MSO-Zelle einer adulten Ratte ist sind die Umrisse von Soma und Dendrit durch die
gephyrinpositive Farbung zu erkennen. Der untere Rand des Somas (voller Pfeil) und der Dendrit (offene
Pfeile) sind durch Punkte umrissen. Bei der adulten Ratte findet sich wie bei der juvenilen Ratte starke
Farbung fiir inhibitorische Marker entlang des gesamten Dendriten. Die glyzinergen Synapsen sind also
nicht auf das Soma beschriankt. Mafstab 20 pm.

Auch hier beschreiben die Gephyrinpunkte die Umrisse der Zelle. Die
gephyrinpositiven Puncta sind auf dem Soma, sowie gleichméBig tliber den gesamten
Dendriten verteilt zu finden. Im Vergleich zu der Zelle des 10 Tage alten Tieres von
Abbildung 41 ist qualitativ kein Unterschied auszumachen. Um junge und adulte Tiere
besser vergleichen zu konnen, wurden die Verteilungen der Gephyrinpuncta
quantifiziert (Abbildung 43).

Die durchschnittliche absolute Dichte an Glyzinpuncta auf dem Soma einer MSO-
Zelle bei einer adulten Ratte war 0.32 Puncta pro um (£ 0,013 s.e.m., Abbildung 43).
Dieser Wert unterschied sich statistisch nicht signifikant von Ergebnissen bei adulten

Wiistenrennmausen (Kapfer et al., 2002). Der durchschnittliche Umfang der Zellkdrper
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in der Ratten-MSO war ebenfalls vergleichbar mit dem von Wiistenrennmausen
(Kapfer et al., 2002).

Die Ergebnisse der Quantifizierung der Verteilung der Marker von inhibitorischen
Synapsen sind in Abbildung 43 dargestellt. Auf der X-Achse ist der Abstand der 10 um
groflen Teilabschnitte aufgetragen. Auf der Y-Achse ist die auf das Soma normalisierte
Dichte der Gephyrin- bzw. Glyzin-positiven Puncta (in Puncta/um) aufgetragen. In
allen drei Gruppen ist die gemessene Dichte an den Dendriten im Vergleich zum Soma
mindestens 1,3-Mal so hoch und zeigt keine starke Abnahme mit zunehmendem
Abstand vom Zellsoma. Die Dichte von Glyzin und Gephyrin bei der adulten Ratte sind
dhnlich. Die relative Dichte von Gephyrin und Glyzin auf den Dendriten war jedoch bei

Ratten deutlich hoher als bei Wiistenrennméusen (Kapfer et al., 2002).
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Abbildung 43  Quantitative Verteilung von Markern hemmender Synapsen an Ratten MSO-
Neuronen

Fiir adulte Ratten ist die Verteilung von Glyzin und Gephyrin, fiir 10 Tage alte Ratten die Verteilung von
Gephyrin auf den Dendriten im Verhéltnis zum Abstand von Soma untersucht worden. Die Punktedichte
auf den Dendriten ist zur Punktedichte auf dem Soma normalisiert worden. In der adulten Ratte gibt es
keine Beschrinkung der inhibtorischen Marker auf das Soma. Der fehlende Unterschied zu der
Verteilung bei der juvenilen Ratte offenbart das Ausbleiben einer Entwicklung in der Verteilung von
Glyzinrezeptoren nach Horbeginn.
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Bei adulten Ratten gibt es also im Gegensatz zur Wiistenrennmaus keine Restriktion
der glyzinergen Synapsen auf das Soma der MSO-Neuronen. Die Verteilung von
Gephyrin bei jungen Ratten unterscheidet sich auflerdem nicht von der bei adulten
Ratten.

Aus diesen Beobachtungen konnen wir schlieen, dass es bei der Ratte im Laufe
der Entwicklung keine rdumliche Beschrinkung von glyzinergen Eingdngen an MSO-

Zellkorpern gibt.

4.2.3 SCHWIERIGKEITEN BEI DER DARSTELLUNG EINZELNER NEURONE IN

DER MSO DER RATTE

Wie schon in Abschnitt 4.2.1 erwdhnt, war die Darstellung einzelner Zellen der MSO
der Ratte deutlich schwieriger als bei der Wiistenrennmaus. Einerseits war die MAP2-
Farbung weniger spezifisch, andererseits waren Zellkorper mit intakten Dendriten
schwer auszumachen. Um der Frage nach der Spezifitit der MAP2-Féarbung
nachzugehen wurden einige Gehirnschnitte nur mit MAP2, also mit einem
Einfachfarbungsprotokoll gefdrbt. Ein Beispiel davon ist bereits in Abbildung 37
dargestellt.

Die reine MAP2-Féarbung brachte qualitativ zufriedenstellende Ergebnisse, war
spezifisch, und es konnten einzelne Zellen identifiziert werden. Jedoch konnten nur
wenige Zellen mit langen Dendriten gefunden werden. Mdglicherweise lag der Grund
dafiir darin, dass sich Dendriten von MSO-Zellen der Ratte nicht streng entlang der
mediolateralen Richtung erstrecken. Um diese Hypothese nachzupriifen, wurden
horizontale Schnitte des Gehirnstamms angefertigt und ebenfalls mit MAP2 gefiérbt.
Die Lage der MSO in der horizontalen Ebene wurde mit Hilfe eines Ratten-Hirnatlas
(Paxinos and Watson, 1986) bestimmt. In Abbildung 44 ist deutlich eine Zelle zu
erkennen, deren Dendrit sich mehr nach rostral als nach lateral streckt. Zellen der
Ratten MSO sind also nicht nur innerhalb der coronalen Ebene ungeordneter als bei der
Wiistenrennmaus, zusétzlich beschrinkt sich die Ausbreitungsrichtung der Dendriten
nicht nur auf die coronale Ebene. Dadurch verringert sich im coronalen Gehirnschnitt
die Wahrscheinlichkeit erheblich, eine intakte Zelle mit Dendriten in einer Ebene zu

finden.

69



ERGEBNISSE
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Abbildung 44  Horizontalschnitt durch die MSO einer Ratte

Dieser mit MAP2 gefirbte Horizontalschnitt durch eine Ratten MSO zeigt die Lage einzelner Zellen. Die
Bildoberseite entspricht der caudalen Richtung, die rechte Seite entspricht der lateralen Richtung.
Deutlich zu erkennen ist das Soma einer MSO-Zelle (voller Pfeil) und einer ihrer Dendriten (offener
Pfeil). Die Richtung dieses Dendriten zeigt eindeutig mehr nach rostral als nach lateral. MaBstab 100 pm.

Auf den folgenden drei Abbildungen (Seiten 71-73) werden MAP2/Gephyrin-
Farbungen von drei verschiedenen Kerngebieten im oberen Olivenkomplex miteinander
verglichen. Eine Doppelfarbung der MSO in der Ratte zeigt Abbildung 45. Abbildung
46 und Abbildung 47 zeigen Doppelfarbungen von LSO bzw. MNTB. Im Vergleich der
drei Bilder des gleichen Hirnschnittes wird deutlich, dass die Gewebe der drei Kerne

sehr unterschiedlich geférbt sind.
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Abbildung 45 MAP2/Gephyrinfirbung einer Ratten MSO
Die MSO einer Ratte ist gegen MAP2 (blau) und Gephyrin (rosa) gefarbt. Einzelne Zellen sind kaum
auszumachen. Maf3stab 40 pm.

71



ERGEBNISSE

Abbildung 46 MAP2/Gephyrin-Firbung einer LSO-Zelle der Ratte

Die LSO-Zelle des gleichen Gehirnschnittes wie in Abbildung 45 ist hier mit MAP2 (blau) und Gephyrin
(rosa) gefarbt. Anders als in der MSO ist hier deutlich eine Zelle mit ihren Dendriten zu erkennen. Die
MAP2 und auch die Gephyrin-Antikorperfarbung sind sehr spezifisch. Maf3stab 40 um.
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Abbildung 47 MAP2/Gephyrin-Firbung einer MNTB-Zelle der Ratte

MAP2- und Gephyrinantikdrperfarbung des gleichen Gehirnschnittes wie in Abbildung 45 und
Abbildung 46. Zu sehen ist eine MNTB-Zelle mit ihren Dendriten. Wie schon bei der gezeigten LSO-
Zelle ist auch hier die Farbung sehr spezifisch. (Map2: blau; Gephyrin: rosa). MafBistab 40 pm.

Zusammenfassend ldsst sich also feststellen, dass Zellen der Ratten-MSO schlechter
mit der Doppelfarbemethode gefarbt werden konnen als Neurone von umgebenden
Kernen und auBlerdem der strukturelle Unterschied zur Wiistenrennmaus-MSO das

Auffinden einzelner Zellen mit intakten Dendriten erschwert.
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4.3 EINFLUSS DER HORERFAHRUNG AUF DIE VERARBEITUNG

VON INTERAURALEN ZEITDIFFERENZEN

Unsere Ergebnisse zeigten, dass die Entwicklung der glyzinergen Eingénge zu MSO-
Neuronen bei der Wiistenrennmaus abhédngig ist von akustischer Erfahrung (Kapitel
4.1). Weiter ist bekannt, dass die Inhibition eine maf3gebliche Rolle in der Abstimmung
der ITDs auf den physiologischen Bereich hat (siehe auch 2.3). Die Arbeitshypothese
fiir das folgende Projekt war daher die Annahme, dass eine verdnderte Verteilung der
glyzinergen Synapsen an MSO-Neuronen der Wiistenrennmaus auch einen Einfluf} auf
die ITD-Kodierung hat. Es wurden daher die ITD-Verarbeitung von Tieren mit
normaler Horerfahrung mit der von Tieren, die in der Noisebox aufgezogen wurden,
verglichen . Um mdgliche Nebeneffekte des weillen Rauschens auszuschlieBen, wurden
aullerdem adulte Tiere unter gleichen Bedingungen fiir den gleichen Zeitraum (siche
3.2) in der Noisebox gehalten und nach einer Erholzeit die ITD-Empfindlichkeit
getestet. Weiter wurde die Abstimmung der ITDs in Wiistenrennméusen kurz nach
Horbeginn gemessen. Kurz nach Hoérbeginn (P14-P15) sind die inhibitorischen
Synapsen an MSO-Zellen noch nicht auf das Soma beschrénkt (Ehrhardt, 2000). Sollte
die Verteilung der hemmenden Eingédnge also eine Auswirkung auf das ITD-Tuning
haben, so sollte hier auch ein Unterschied zu ausgewachsenen Tieren vorhanden sein.

Ein entscheidender Teil der vorliegenden Arbeit war die Etablierung von
Einzelzellableitungen im DNLL der Wiistenrennmaus. Da der DNLL einen direkten
erregenden Eingang von der MSO erhilt, sollte herausgefunden werden, ob

Ableitungen vom DNLL eine Alternative zu Ableitungen aus dem DNLL darstellen.

4.3.1 LAGE DES DNLL DER WUSTENRENNMAUS

Die Position des DNLL wurde durch stereotaxische Versuche ermittelt. Abbildung 48
zeigt einen coronalen Gehirnschnitt durch den auditorischen Hirnstamm einer
Wiistenrennmaus. In diesem Schnitt ist neben dem oberen Olivenkomplex das
auditorische Mittelhirn, der IC, und der DNLL enthalten. Der DNLL schlief3t ventral an

den IC an, erstreckt sich aber viel weniger in mediolateraler Richtung als der IC.
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Um die Ableitposition zu ermitteln, wurden farbige beads (Luma Fluor Inc.,
Naples, FL, USA) an bestimmten Positionen injiziert, die spédter stereotaxisch
zugeordnet wurden und so Aufschluss iiber die Eindringposition der Elektrode

zulieBen.

Abbildung 48  Coronaler Gehirnschnitt eine Wiistenrennmaus
Der abgebildete coronale Gehirnschnitt einer Wiistenrennmaus zeigt die Lage des DNLL relativ zum IC
und dem SOC. Der DNLL schlieB3t ventral an das auditorische Mittelhirn an. Maf3stab 1 mm.

Die tatsdchlichen Ableitpositionen wurden am Ende des Versuchs mit
spannungsinduzierten Lésionen markiert. In Abbildung 49 ist ein Beispiel einer solchen
Markierung zu sehen. Mit den in das Gewebe gebrannten Elektrodenspuren und die
durch den Mikromanipulator angezeigte Eindringtiefe der Elektrode in das Gewebe

konnte die Ableitposition bestétigt werden.
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Abbildung 49  Nissl-Firbung eines coronalen Gehirnschnittes mit Spannungsindizierter Lision
Im IC sind deutlich die durch spannungsinduzierte Lésion entstandenen Elektrodenspuren erkennbar, die
in Richtung der gestrichelten Linie verlaufen. Der Verlauf der Elektrodenspur und die Eindringtiefe
lassen auf eine Ableitung im DNLL schliefen.

Mit der durch die spannungsinduzierte Lidsion erkennbare Ausrichtung der
Elektrodenspuren (entlang der gestrichelten Linie) und der Eindringtiefe konnte die
Ableitposition im DNLL bestdtigt werden. Die gestrichelte Linie gibt die dorsoventrale
Achse an, d.h. der Gehirnschnitt ist etwas gekippt dargestellt.

4.3.2 ITD-SENSITIVITAT IM DORSALEN NUKLEUS DES LATERALEN

LEMNISKUS

Es wurden 42 ITD-sensitive Einzelzellen von Kontrolltieren abgeleitet. ITD-sensitive

Zellen werden unterteilt in ,peak type’, ,trough-type’ und ,intermediate-type’ (siche
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2.2.2; Yin and Kuwada, 1983; Spitzer and Semple, 1995; Batra et al., 1997a; Batra et
al., 1997b; Fitzpatrick et al., 2000; Fitzpatrick and Kuwada, 2001; Ramachandran and
May, 2002). ,Peak-type’ ITD-Funktionen erhalten binaurale erregenden Eingédnge (E/E)
und haben ihren Ursprung in der MSO, ,trough-type’ ITD-Funktionen erhalten von
einem Ohr einen erregenden und vom anderen einen hemmenden Eingang (E/I) und
haben ihren Ursprung in der LSO. ITD-sensitive Zellen, die sich nicht in eine dieser
drei Kategorien einteilen lassen werden als ,irregular-type’ bezeichnet. Um diese
Unterteilung vornehmen zu konnen, miissen die bei verschiedenen Frequenzen
aufgenommenen ITD-Funktionen einer Zelle in einem IPD/Frequenz-Diagramm
aufgetragen werden (Abbildung 51, siehe auch 2.2.2) und eine lineare Anndherung
ermittelt werden. Der Schnittpunkt der linearen Anndherungsgleichung mit der Y-
Achse (Einheit: Zyklen) wird charakteristische Phase (CP) genannt. Je nach Wert des
Schnittpunkts besitzt die Zelle Eigenschaften eines ,peaker’ (-0,125 bis +0,125),
Jntermediate’ (+0,125 bis +0,375) oder ,trougher’ (+0,375 bis +0,615) (siche auch
2.2.2).

Die in Abbildung 50 gezeigte DNLL-Zelle wurde bei verschiedenen Frequenzen
auf ITDs getestet. Die Maxima der Funktionen liegen bei jeder Frequenz ungefahr bei
der gleichen ITD. Die CP erhilt man, indem man die mittlere beste IPD der jeweiligen
ITD-Funktion gegen die Stimulusfrequenz auftrigt. Die CP ist der Schnittpunkt der
Angleichungsgeraden mit der Y-Achse (Abbildung 51). Die CP dieser Zelle liegt bei
0,0975 Zyklen. Die Lage der CP zwischen —0,125 und +0,125, zeichnet diese Zelle als
,peak-type’ Neuron aus. Aus dem Phasen-Frequenz Diagramm in Abbildung 51 ldsst
sich noch ein weiterer Wert ablesen, die charakteristische Verzogerung (engl.
characteristic delay, CD). Mathematisch ist die CD die Steigung der linearen
Angleichungsgerade und gibt die ITD an, bei der die normalisierten ITD-Funktionen
der verschiedenen Stimulusfrequenzen aufeinander fallen. Bei einem ,peak-type’
Neuron stimmt der Wert der CD theoretisch mit der besten ITD der ITD-Funktionen

uiberein.
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Abbildung 50  ITDs bei verschiedenen Frequenzen bei einer peak-type Zelle

ITD-Funktionen einer ,peak-type’-Zelle. Die bei verschiedenen Frequenzen aufgenommenen ITD-
Funktionen haben ihre maximale Antwort bei derselben ITD. Die ITDs der minimalen Antworten, der
,troughs’, unterscheiden sich jedoch. Die beste ITD an der BF liegt bei 118 ps.
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Abbildung 51  Beste IPDs im Verhiiltnis zu Frequenz

Der Schnittpunkt der Angleichungsgerade liegt bei 0,0975 und kennzeichnet die Zelle damit als ,peaker’.
Allerdings liegt der Korrelationskoeffizient r unter 0,65 und die Korrelation ist auch nicht signifikant
(siche P-Wert).
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Die Korrelation der besten IPDs im Verhiltnis zur Stimulusfrequenz ist nicht
signifikant (P = 0,4485). Die beste IPD ist bei verschiedenen Stimulusfrequenzen kaum
unterschiedlich. Bei diesem Neuron stimmt die beste ITD nicht mit der CD {iberein.
Neben ,peak-type’ Neuronen wurden in der Population der ITD-sensitiven Zellen
auch ,intermediate’ Neurone gefunden. Diese Neurone waren zwar von beiden Seiten
erregbar, konnten aber aufgrund ihrer CP nicht zu den ,peak-type’ Neuronen gezihlt
werden. Ein Beispiel fiir eine solche Zelle ist in Abbildung 52 gezeigt. Die
Bestfrequenz dieser Zelle ist etwa bei 1000 Hz, alle anderen Frequenzen erzeugen
schwichere Antworten. Ein Phasen-Frequenz-Plot zeigt deutliche Abweichungen in der
besten IPD bei verschiedenen Frequenzen auf. Jedoch ist die ITD-Sensitivitét bei allen
Frequenzen aufler der Bestfrequenz wenig ausgeprigt. Die CP dieser Zelle liegt bei

0,326 und fallt somit in die Kategorie ,intermediate’.
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Abbildung 52  ITD-Funktionen einer ,intermediate’ Zelle
Die Bestfrequenz der Zelle liegt bei 1000 Hz. Die Antwortraten bei anderen Frequenzen sind schwécher.
Die gestrichelten grauen Linien definieren den physiologisch relevanten Bereich.
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Abbildung 53  Phasen-Frequenz-Plot einer ,intermediate’ Zelle
Die besten IPDs dieser Zelle sind gut korreliert, aber nicht signifikant.

In Abbildung 54 sind die ITD-Funktionen bei verschiedenen Frequenzen einer weiteren
Jntermediate-type’ Zelle zu sehen. Die Bestfrequenz dieser Zelle liegt bei 1100 Hz.
Interessanterweise geht die Antwortrate der Zelle bei allen Frequenzen aufler 1000 Hz
nie gegen 0. Die besten IPDs liegen fiir alle Frequenzen um 0,125 Zyklen (Abbildung
55). Die CP dieser Zelle ist 0,137 Zyklen und damit zdhlt dieses Neurons zu den
Jntermediate-types’. Allerdings konnte ein oder mehrere zusétzliche Werte zu einer

anderen CP fihren.
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Abbildung 54  ITD-Sensitivitiit einer ,intermediate’ Zelle bei verschiedenen Frequenzen

Die Bestfrequenz dieser Zelle ist 1100 Hz, aber auch bei anderen Frequenzen ist die ITD-Sensitivitit
hoch. Die Maxima der ITD-Funktionen liegen alle an der Grenze des physiologischen Bereiches (grau
gestrichelte Linien).
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Abbildung 55  Beste IPDs versus Frequenz einer ,intermediate’ Zelle
Die CP dieser Zelle ist 0,137, obwohl die besten IPDs fiir alle gemessenen Frequenzen um 0,125 Zyklen
liegen.
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Ein dritter Typus der ITD-sensitiven Zellen sind die ,trougher’-Neurone. ,Trough-type’
Neurone haben die Minima von ITD-Funktionen bei verschiedenen Frequenzen bei
einer gemeinsamen ITD. Thre CP liegt zwischen +0,375 und +0,615 und die CD gibt
die Lage des ,troughs’ an. Im Rahmen dieser Arbeit wurden keine reinen ,trougher’
gefunden.

Neben diesen drei Gruppen gibt es noch ,irregular-type’ Neurone, die sich anhand
threr CP nicht kategorisieren lassen. Ein Beispiel filir einen ,irregular—type’ ist in
Abbildung 56 zu sehen. Die Maxima der ITD Funktionen der verschiedenen
Frequenzen liegen nicht bei der gleichen ITD. Die Minima von vier Frequenzen (800,
900, 1000, 1100) liegen jedoch bei einer ITD, wéhrend die von 600 und 700 Hz leicht
davon abweichen. Der komplexe, nicht lineare Phasenplot des Neurons ist in
Abbildung 57 gezeigt. Aufgrund der spezifischen Anordnung der besten IPDs der
verschiedenen Frequenzen entlang zweier Linien kann es moglich sein, dass diese

DNLL-Zelle Eingénge von zwei MSO-Neuronen bekommit.
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Abbildung 56 ITD-Funktionen bei verschiedenen Frequenzen eines ,irregular’ Neurons

Die Maxima der ITD-Funktionen der verschiedenen Frequenzen liegen alle bei verschiedenen ITDs. Die
Minima decken sich fiir die Frequenzen 800 bis 1100 Hz. Die Modulationstiefe im physiologischen
Bereich (grau gestrichelte Linien) ist sehr gering.
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Abbildung 57  Beste IPDs versus Frequenzen eines ,irregular’ Neurons
Die besten IPDs dieses Neurons liegen zwischen 0,27 und 0,60 Zyklen und sind entlang zweier Linien
angeordnet.

Insgesamt waren von den 41 bei verschiedenen Frequenzen getesteten ITD-sensitiven
Neuronen 24 ,peak-type’, 14 ,intermediate-type’ und 3 ,irregular-type’. Eine ITD-
sensitive Zelle wurde nur bei einer Frequenz getestet und kann daher nicht mit
Sicherheit in eine der Kategorien eingeteilt werden. Thre beste IPD war 0,133 und sie
war von beiden Seiten erregbar, daher wurde sie zu den Neuronen der Kontrollgruppe
gezdhlt. Auler den ’irregular-type’ Neuronen wurden alle ITD-sensitiven Zellen in die
Kontrollgruppe aufgenommen (n=39).

Die charakteristische Verzogerung aller Zellen der Kontrollgruppe ist als Funktion
der Bestfrequenz jeder Zelle in Abbildung 58 aufgetragen. Dieser Scatterplot und seine
lineare Anndherung weisen darauf hin, dass es eine Beziehung zwischen Bestfrequenz
und charakteristischer Verzogerung im DNLL geben konnte. CDs sind mit niedrigerer

BF tendenziell groBer, und CDs von Zellen mit einer BF <700 Hz sind nicht negativ.
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Abbildung 58 Charakteristische Verzogerung (CD) in Abhiingigkeit zur Bestfrequenz
Mit niedrigerer Bestfrequenz lésst sich ein leichter Trend zu ldngerer charakteristischer Verzogerung
feststellen. Die Verteilung ist allerdings schlecht korreliert und nicht signifikant.

In Abbildung 59 sind die besten ITDs an der BF aller ITD-sensitiven Zellen gegen ihre
Bestfrequenz aufgetragen. Die drei Kategorien ,peaker’, ,intermediate’ und ,irregular’
sind auf die gesamte Population gleichméBig verteilt, so dass keine bestimmte
Ausrichtung einer Gruppe zu erkennen ist. Wiahrend die Verteilung der besten ITDs in
Abbildung 59b deutlich zeigt, dass die besten ITDs mit abnehmender BF zunehmen, ist
dieser Trend bei der Verteilung der CDs in Abbildung 58 nur leicht zu erkennen. Die

Verteilungen von CDs und besten ITDs an der BF stimmen nicht vollstindig iiberein.
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Abbildung 59  Beste ITD an der BF versus Frequenz Plot fiir alle ITD-sensitiven Zellen

Mit sinkender BF wird die Verteilung der besten ITDs breiter und die besten ITDs erreichen grof3ere
Werte. a, ,Peak’- und ,intermediate’-type Neurone sind unspezifisch liber die gesamte Population
verteilt. b, Die besten ITDs steigen signifikant an mit sinkender BF. Nur die Neurone der Kontrollgruppe
sind in dieser Verteilung enthalten.
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Die Diagramme in Abbildung 60 und Abbildung 61 wurden dargestellt um sie mit
Daten aus dem IC des Meerschweinchens zu vergleichen (McAlpine et al., 1996). In
Abbildung 60 sind Histogramme der Verteilungen von CD und CP gezeigt. Der
Mittelwert der CDs liegt bei +174,74 ps und 45 % der Neurone hatten CDs auf3erhalb
+120 ps. Die Verteilung der CPs zeigte einen Mittelwert von 0,032 Zyklen, und 50 %
der Zellen hatten CPs innerhalb von +£0,1 Zyklen, was darauf hinweist, dass ihre CDs

nahe bei dem Maximum der ITD-Funktionen waren.
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Abbildung 60 (vorherige Seite) Verteilung von CD und CP
a, Verteilung der charakteristischen Verzogerung. b, Verteilung der charakteristischen Phase. Beide
Histogramme mit den normalverteilten Anpassungskurven. Beschreibung siehe Text.

In Abbildung 61 ist CD als Funktion von CP aufgetragen. Die CP gibt die Position der
charakteristischen Verzogerung (CD) an. Abbildung 61 zeigt, dass die CDs zunehmend
negativ werden, wenn die CP sich von Werten um 0 hin zu Werten von ,trough-type’

Neuronen (CP um 0,5 IPD) dndert.
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Abbildung 61 CD versus CP
Die CD als Funktion der CP zeigt, dass die CDs mit zunehmend negativen CPs grofler werden.

In diesem Kapitel wurde gezeigt, dass es ITD-sensitive Zellen im DNLL gibt, die durch

CP und CD charakterisiert werden konnen.

4.3.3 ONSET- VERSUS ONGOING-KOMPONENTE

Die Neurone im auditorischen Stammhirn konnen entweder nur am Anfang des
akustischen Stimulus oder auch noch wihrend des Stimulus antworten (,onset’ oder
,ongoing’). Von den 39 ITD-sensitiven Zellen der Kontrollgruppe zeigten 28 (72%)

neben der Antwort auf den Anfang des Stimulus auch noch eine anhaltende Reaktion,
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die sogenannte ,ongoing’ Komponente. Die besten IPDs der Onset- bzw Ongoing-
Komponenenten unterschieden sich nicht stark (Abbildung 62). Die mittlere
Abweichung (beste IPD an der BF Onset minus Ongoing) betrug 0.0044 Zyklen. Bei
Zellen mit der groferen besten IPD in der Onset-Antwort war diese im Schnitt 0,040
Zyklen groBer, bei Zellen mit kleinerer bester IPD im Mittel 0,034 Zyklen kleiner als

die der Ongoing-Komponente.
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Abbildung 62 (vorherige Seite) Verhiltnis Onset- versus Ongoing-Komponente

Die beste IPD von Onset- und Ongoing-Komponente unterscheiden sich nur leicht. a, In 15 von 28
Zellen ist die beste IPD der Ongoing-Komponente kleiner als die der Onset-Komponente. b, In 13 Zellen
ist die beste IPD der Onset-Antwort kleiner. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind die beiden Zellgruppen
in zwei Diagramme aufgespalten.

Es gibt also Unterschiede in der besten IPD der Onset- Ongoingkomponente, aber diese

Unterschiede bilden ein Kontinuum und sind nicht systematisch.

434 EINFLUSS DER STIMULUSAMPLITUDE AUF DIE ITD-FUNKTIONEN

Bei 10 der 39 Zellen der Kontrollgruppe wurden ITD-Funktionen an der Bestfrequenz
bei  verschiedenen  Stimulusamplituden = gemessen.  Damit  sollte  die
Amplitudenabhingigkeit  der  ITD-Sensitivitit = untersucht  werden. Die
Stimulusamplituden sind immer relativ zur Schwelle der Neuronen angegeben. Die

ITD-Funktionen wurden grundsétzlich 20 dB {iber der Schwelle gemessen.
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Abbildung 63 ITD-Funktionen einer Zelle bei unterschiedlichen Stimulusamplituden
Die ITD-Sensitivitit dieser Zelle wurde bei verschiedenen Amplituden gemessen. Die Lautstiarken der
Stimuli sind relativ zur Reizschwelle angegeben. Bei einer Erh6hung der Amplitude von 20 auf 40 dB
iber der Schwelle nimmt die Spikerate an der besten ITD erst um fast 100% zu. Bei einer weiteren
Erhohung um 20 dB nimmt die Antwortrate bis auf den Wert bei 20 dB iiber der Schwelle ab.
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Abbildung 63 zeigt eine Zelle, deren ITD-Sensitivitdt bei verschiedenen Amplituden
gemessen wurde. Bei Zunahme der Amplitude iiber 20 dB {iber der Schwelle
verdoppelt die Spikerate an der besten ITD zunichst (siche bei 40 dB iiber der
Schwelle). Bei einer weiteren Erhohung der Amplitude sinkt die Spikerate wieder auf
das Niveau von 20 dB iiber der Schwelle.

Die beste ITD der ITD-Sensitivitdt dndert sich nur geringfiigig mit wechselnder
Amplitude. In Abbildung 64 ist die beste ITD als Funktion der Stimulusamplitude
aufgetragen. Anhand der Regressionsgerade wird deutlich, dass der Wert fiir die beste
IPD leicht mit zunehmender Amplitude des Stimulus steigt.
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Abbildung 64 Beste ITD als Funktion der Stimulusamplitude

Mit zunehmender Amplitude des Stimulus erhoht sich die beste IPD dieser Zelle. Die Steigung der
Regressionsgerade gibt an, dass die beste IPD um durchschnittlich 0,009 Zyklen pro 10 dB
Amplitudenerhdhung zunimmt.

In Tabelle 1 sind die Funktionsgleichungen der Regressionsgeraden der besten IPDs
der bei verschiedenen Frequenzen gemessenen ITD-Funktionen von 10 Zellen
aufgetragen. 7 der 10 Zellen zeigen im Mittel eine Erhohung der besten IPD mit
zunehmender Amplitude (0,025 Zyklen pro 10 dB Amplitudeninderung). Bei 3 der 7
Zellen der Zellen liegt die mittlere Anderung der besten IPD jedoch unter 0,01 Zyklen
pro 10 dB Amplitudenénderung.

90



ERGEBNISSE

Mittlere IPD-
Anderung in Zyklen
pro 10 dB
Amplitudenerhéhung

Zelle Bestfrequenz Binauralitdt |TD-Charakteristik Steigung

Beste IPD grdsser mit zunehmender Amplitude

231001-3 1000 EE 0.000909 0.00909
251001-3 1100 EE 0.000270 0.002699
131201-2 1000 Ee 0.007512 0.07512
171201-9 400 Ee 0.004081 0.04081
030102-6 600 EE 0.001179 0.01179
080602-4 1050 - 0.003235 0.03235
080602-6 1000 - 0.000167 0.00167
Mittelwert 0.02479
STDEV 0.026724
n 7
S.E.M. 0.010101

Beste IPD kleiner mit zunehmender Amplitude

131201-10 500 EE -0.000758 -0.00758
071102-4 800 - -0.003476 -0.03476
071802-2 850 - -0.001196 -0.01196
Mittelwert -0.0181
STDEV 0.014593
n 3
S.E.M. 0.008425
Tabelle 1 Regressionsgeraden der besten IPDs in Abhiingigkeit zur Stimulusamplitude

7 der 10 Zellen zeigen im Mittel eine Erhéhung der besten IPD mit zunehmender Amplitude. Bei 3
dieser 7 der Zellen liegt die mittlere Anderung der IPD jedoch unter 0,01 Zyklen pro 10 dB
Amplitudendnderung. Bei 3 der 10 Zellen wird die beste IPD mit einer Erh6hung der Amplitude kleiner,
bei einer dieser Zellen um weniger als 0,01 Zyklen pro 10 dB Anderung.

Um nicht nur die beste IPD, sondern auch die Lage der maximalen Steigung der ITD-
Funktion im physiologischen Bereich bei verschiedenen Stimulusamplituden zu
iiberpriifen, wurden die ITDs der maximalen Steigungen bei den unterschiedlichen

Stimulusamplituden aufgetragen (Abbildung 65).
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Abbildung 65 Maximale Steigung als Funktion der Stimulusamplitude

Maximale Steigungen der ITD-Funktionen bei verschiedenen Amplituden. 0 dB Abschwichung
entspricht dem Kontrollwert 20 dB iiber der Schwelle. Die grau gestrichelten Linien in a beschreiben den
physiologisch relevanten Bereich. b zeigt, dass sich die Lage der maximalen Steigungen bei 8 der 10
Zellen nur unwesentlich mit einer Amplitudenerh6hung bzw. -erniedrigung veréndert. Bei zwei Zellen
schwankt die ITD der maximalen Steigung jedoch stark, bleibt aber meistens im physiologischen Bereich
(siehe a).

Weiter wurde die Anderung der Spikerate in Abhingigkeit zur Stimulusamplitude
untersucht. In Abbildung 66 sind die normalisierten Spikeraten in Antwort auf die beste
ITD an der BF aller bei verschiedenen Amplituden gemessenen Zellen im Verhéltnis
zur Amplitude aufgetragen. Alle Spikeraten sind zu der Spikerate 20 dB iiber der
Schwelle normalisiert. Bei 7 von 8 Zellen sinkt die Spikerate, wenn die Amplitude
unter den Kontrollwert abgesenkt wird. Bei 3 Zellen stieg die Antwortrate zunichst an
wenn die Amplitude iiber den Kontrollwert stieg, wobei sie bei zwei Zellen, bei denen
die Amplitude weiter erhoht wurde, wieder auf ein Kontrollwert-Niveau absank. Die
Spikerate von 5 Zellen, bei denen die Amplitude liber den Kontrollwert erhoht wurde,
stieg nicht weiter an bzw. reduzierte sich.

Insgesamt zeigten sich bei allen Zellen, deren ITD-Funktionen bei mehr als drei
verschiedenen Amplituden gemessen wurden, nicht-monotone Antwortraten. Nur bei
Zelle 131201-2 steigt die Spikerate an der besten ITD mit zunehmender Amplitude an,
wobei aber ungeklért bleibt, ob auch hier die Spikerate bei einer weiteren Erh6hung der

Amplitude wieder sinkt (vgl. Zellen 231001-3 und 080602-6).
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Abbildung 66  Antwortrate relativ zur Stimulusamplitude

Hier ist die Antwortrate als Funktion der Amplitude relativ zur Reizschwelle aufgetragen. Bei zwei
Zellen erhoht sich die Antwortrate zunichst, wenn die Amplitude {iber den Kontrollwert steigt, sinkt
jedoch bei einer weiteren Erhohung auf ein der Kontrollrate vergleichbares Niveau. Bei 7 der 10 Zellen
erhoht sich die Spike-Rate nicht, wenn die Amplitude iiber den Kontrollwert steigt. AuBer bei einer Zelle
liegen die Antwortraten fiir Amplituden unter 20 dB iiber der Schwelle unter dem Wert an der Schwelle.

Um die Monotonie der Zellen quantitativ zu untersuchen, wurde die Spikerate in
Antwort auf die beste ITD bei der grofiten Amplitudenintensitit durch die insgesamt
hochste Spikerate geteilt (vgl. Park et al, 2003; Abbildung 67). 6 von 10 Zellen sind
nicht 100 % monoton und in dieser Population findet sich kein Beispiel fiir eine

Monotonie unter 50 %.
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Anzahl Zellen
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Abbildung 67 Monotonie der Spikerate der besten ITD
6 von 10 Zellen zeigen eine Monotonie von unter 90 %, es fehlen aber Beispiele mit einer Monotonie

unter 50 %.

Anzahl Zellen
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Abbildung 68 Monotonie der binauralen Ratenintensitistfunktionen
41 % der Zellen zeigen eine Monotonie von unter 90 % (Def. siche Text), d.h. ein signifikanter Anteil an
Neuronen zeigt eine nicht-monotone Antwortratensteigerung mit Amplitudenerhdhung.
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Bei 29 ITD-sensitiven Zellen wurden an der BF (= 50 Hz) bei einer ITD von 0
Ratenintensititsfunktionen gemessen und auf ihre Monotonie hin untersucht
(Abbildung 68). 41 % der Zellen zeigten eine Monotonie von unter 90 %, 10% sogar
eine unter 50 %. Damit zeigt also ein groBer Anteil von Zellen eine nicht-monotone
Antwortratensteigerung. Jedoch ist der Anteil an 100 % monotonen Antworten grofler
im Vergleich zur Bewertung der Antworten auf die beste ITD (Abbildung 67).
Auferdem wurde die Spikerate der besten ITD mit sich dndernder Amplitude bei
verschiedenen Frequenzen gemessen. Abbildung 69 zeigt die Beispiele von zwei
Zellen. Insgesamt zeigt die Spikerate auch bei anderen Frequenzen eine &hnliche

Anderung relativ zur Amplitude.
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Abbildung 69  Spikerate der besten ITD versus Amplitude bei verschiedenen Frequenzen

Bei diesen beiden Zellen wurden neben der Bestfrequenz noch fiir andere Frequenzen bei verschiedenen
Amplituden ITD-Funktionen gemessen. Das Verhéltnis der Antwortrate zur Stimulusamplitude ist jedoch
fiir alle Frequenzen relativ dhnlich. Wéhrend bei a die Antwortrate eher gleichméBig zunimmt, erreicht
sie in b 10 dB iiber dem Kontrollwert ihren Hohepunkt und sinkt dann weiter ab.

Abbildung 70 zeigt die Analyse der besten IPD der Onset- und Ongoingkomponenten
im Vergleich zur Gesamtantwort bei verschiedenen Stimulusamplituden. 8 der 10 bei
verschiedenen Amplituden auf ITD-Sensitivitit gemessenen Zellen wiesen eine
Ongoing-Komponente in der Antwort auf. Bei einigen Zellen verdndert sich die beste
IPD der On- und Ongoing-Komponente gleichformig in Abhéngigkeit zur Amplitude
(a, b, ¢ und e). Bei anderen Zellen (d, f, g und h) hingegen fillt ein zunehmender
Unterschied zwischen den besten IPDs der beiden Antwortbestandteile bei grofer
werdender Amplitude auf. Allerdings wird nicht immer ein Bestandteil groBer als der
andere. Bei den Zellen in d und h z.B. nimmt die beste IPD der Onset-Komponente bei
groflen Amplituden zu, bei der Zelle in f wird das Verhiltnis beste IPD Onset- versus

Ongoing-Komponente mit zunehmender Amplitude kleiner.
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Abbildung 70 (vorherige Seite) Beste IPD der verschiedenen Antwortbestandteile

Die einzelnen Abbildungen zeigen die besten IPDs der Gesamtantwort, sowie der Onset- und Ongoing-
Komponente. Wiahrend sich bei einigen Zellen die beste IPD der Onset- und Ongoing-Komponente
gleichformig in Abhdngigkeit zur Amplitude verdndern (a, b, ¢ und e), zeigt sich bei anderen Zellen (d,
f, g und h) ein zunehmender Unterschied zwischen den besten IPDs der beiden Antwortbestandteile bei
sich verdandernder Amplitude.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass das Antwortverhalten von ITD-sensitiven
DNLL-Zellen bei einer Amplitudenerh6hung komplex ist. Ein groBer Teil der Neurone
reagiert nicht monoton, sowohl bei 0 ITD als auch an der besten ITD. Bei der Analyse
der Onset- und Ongoingkomponente zeigt sich, dass es bei einigen Zellen einen
groBeren Unterschied mit zunehmender Amplitude gibt, bei anderen hingegen das
Verhiltnis gleich bleibt. Mit den hier vorgelegten Daten kann man keine systematische

Verschiebung der besten ITD mit zunehmender Amplitude beobachten.

4.3.5 RATENINTENSITATSFUNKTIONEN UND INTERAURALE

INTENSITATSDIFFERENZEN

Die Spikerate einer gegebenen ITD ist in der Regel nicht monoton (Kapitel 4.3.4). Um
diese Nicht-Monotonie weiter zu untersuchen, wurden ITD-sensitive DNLL-Zellen auf
binaurale und monaurale Ratenintensitidtsfunktionen untersucht und mit der Spikerate
fiir die beste ITD bei verschiedenen Amplituden verglichen.

In Abbildung 71 sind Beispiele fiir verschiedene Zellen dargestellt, in denen
binaurale und monaurale Ratenintensitdtsfunktionen, sowie die Spikerate der besten

ITD bei verschiedenen Amplituden miteinander verglichen wurde.
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Abbildung 71 Monaurale und binaurale Ratenintensititsfunktionen im Vergleich

Bei diesen Zellen wurden monaurale und binaurale Ratenintensitétsfunktionen und Spikeraten der besten
ITD bei unterschiedlichen Amplituden miteinander verglichen. Bei allen Zellen aufler in e ergibt sich 20
dB iiber der Schwelle eine hohere Antwort aus der binauralen Reizung. In der Mehrzahl der Félle ist die
binaurale Antwort nicht einfach eine Addition der monauralen Antworten.

Die Zelle in Abbildung 71a prisentiert sowohl bei der Spikerate der besten ITD, als
auch bei der binauralen Ratenintensitdtsfunktion deutlich ein nicht-monotones
Verhalten. Die Spikerate der besten ITD liegt immer hoéher als die der binaural
erzeugten Ratenintensitdtsfunktion. Beide Kurven haben ihr Maximum 40 dB iiber der
Schwelle der Zelle und fallen bei einer weiteren Erhohung der Amplitude drastisch ab.
Die monauralen Ratenintensititsfunktionen bleiben weit unter der binauralen Antwort
und zeigen monotones Verhalten. Interessanterweise entspricht die binaurale Antwort
nicht einer Addition der monauralen Antworten und zeigt auch nicht die gleiche
Monotonie. Die binaurale Antwort ist bei allen abgebildeten Zellen hoher als die
monaurale, auBler bei den Zelle in 1. Hier iibersteigt die contralaterale Antwort die
ipsilaterale ab 50 dB tiber der Schwelle.

Zwei Zellen konnten bei Reizung von ausschlieflich contralateral (Abbildung 71c
und e) bzw. ipsilateral (Abbildung 71k) nicht erregt werden.

Weitere Beispiele fiir nicht-monotone Antworteigenschaften finden sich in
Abbildung 71b, e, f, h, 1 und j (beste ITD), sowie in Abbildung 71b, d, i und j
(binaurale Ratenintensitétsfunktion). Einige Neurone stagnieren mit ihren Antwortraten
bei einer Amplitudenerhohung, so z.B. die binaural und die ipsilateral induzierte
Spikerate in Abbildung 711.

In Abbildung 72 sind die IID-Funktionen von zwei ITD-sensitiven DNLL-
Neuronen dargestellt. In dem Beispiel von Abbildung 72a wurde jeweils eine Seite auf

eine Stimulusamplitude 30 dB {iiber der Schwelle eingestellt und die andere Seite
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zwischen 10 bis 50 dB iiber der Schwelle variiert. Wenn beide Seiten auf die gleiche
Lautstérke eingestellt sind, zeigt die Zelle die stirkste Antwort. Wenn die ipsilaterale
Amplitude fest eingestellt ist und die contralaterale {iber deren Wert erhdht wird, so
kommt es zu einer drastischen Erniedrigung, also Hemmung, der Spikerate. Bei der

umgekehrten Konstellation ist dies ebenso der Fall, jedoch weniger dramatisch.
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Abbildung 72  Interaurale Intensititsdifferenzen bei ITD-sensitiven DNLL-Neuronen

a, Wihrend die Lautstdrke auf einer Seite fest eingestellt war, variierte die andere. Beide IID-Funktionen
haben ihr Maximum, wenn beide Seiten mit der gleichen Amplitude gereizt werden. Wird die Amplitude
einer Seite weiter erhoht, fallt die Spikerate. Wiederholungen: 10, Fehlerbalken: Mittlere
Standardabweichung. a, Die stirkste Antwort wird induziert, wenn die Amplitude auf beiden Seiten
gleich ist. Ist die contralaterale Stimulation schwicher oder stirker so sinkt die Antwortrate.
Fehlerbalken: mittlere Standardabweichung.

In Abbildung 72b findet sich ebenfalls Evidenz fiir Inhibition. Hier ist die Amplitude
am ipsilateralen Ohr auf 10 dB iiber der Schwelle eingestellt und die contralaterale
Amplitude wechselt in 10 dB Schritten zwischen 30 dB unter bzw. iiber der Schwelle.

Wiederum zeigt die Zelle die stirkste Antwort bei gleicher Intensitét beider Eingédnge.
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Ist die contralaterale Stimulation schwécher oder stérker als die ipsilaterale Stimulation,
so sinkt die Antwortrate.

Durch die hier gezeigten Beispiele wird deutlich, dass die binaurale Antwort keine
Addition der monauralen Antworten darstellt. Ebenso ist die in zwei ITD-sensitiven
Zellen gefundene IID-Sensitivitdt ein Hinweis auf inhibitorische Komponenten im

Antwortmuster von DNLL-Neuronen.

4.3.6 ITD-SENSITIVITAT IM DNLL UND MSO IM VERGLEICH

Wir untersuchten die ITD-Sensitivitit von einzelnen Neuronen im DNLL, da
Ableitungen in der MSO wiederholt als sehr schwierig beschrieben wurden (Goldberg
and Brown, 1969; Yin and Chan, 1990; Spitzer and Semple, 1995). Der DNLL erhélt
direkte exzitatorische Eingiinge von MSO-Neuronen (Ubersichtsarbeit Wu, 1999) und
sollte daher deren ITD-Empfindlichkeit widerspiegeln. Wir beriicksichtigten dabei nur
Neurone, die eine BF von weniger als 2 kHz hatten, von beiden Seiten erregbar waren

(E/E-Zellen) und/oder individuelle beste ITDs hatten, die frequenzunabhéngig waren
(,peak-type’).

o h=39

Mittelwert = 785.897436

10 1 Standardabweichung = 264 064565
Max = 1250, Min = 250

Anzahl Zellen

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Bestfrequenz (Hz)

Abbildung 73  Verteilung der Bestfrequenzen der ITD-sensitiven Zellen der Kontrollgruppe
Die Bestfrequenzen der gemessenen Zellen in der Kontrollgruppe variierten von 250 Hz bis 1250 Hz um
einen Mittelwert von knapp 800 Hz. Binweite 50 Hz.
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Abbildung 73 zeigt die Verteilung der BF iiber die Population der 39 ITD-sensitiven
Zellen der Kontrollgruppe (Minimum: 250 Hz, Maximum: 1250 Hz).Es wurden zwei
Haupteigenschaften von ITD-Funktionen (vgl. Abbildung 74) der 39 DNLL-Neurone
dieser Arbeit mit den 20 MSO-Neuronen einer anderen Studie (Brand et al., 2002)

verglichen.
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Abbildung 74  Haupteigenschaften von ITD-Funktionen

Neben der besten IPD (us), wurde die Weite der ITD-Funktion an der 50 % Entladungsrate (50% Weite)
in Zyklen, die absolute Modulationstiefe (Spikeratendnderung vom Minimum zum Maximum), die
Modulationstiefe im physiologischen Bereich (blauer Bereich) und die Abszisse der maximalen Steigung
(us) gemessen.

Beide Populationen wurden beziiglich ihrer mittlere beste IPD (Def. IPD siehe 2.2.2;
mittlere IPD vgl. Goldberg and Brown, 1969) und mittlere Modulationstiefe (maximale
Antwortrate minus minimaler Antwortrate) {iber den Bereich der natiirlich verarbeiteten

ITDs einander verglichen (Tabelle 2).

DNLL MSO
Beste IPD +0,137; £0,067 +0,120; £0,047
Physiologische 68,4%; £22,27 47.4%; £19,55
Modulationstiefe
Tabelle 2 Vergleich DNLL/MSO auf beste IPD und physiologische Modulationstiefe

Der Vergleich von bester IPD und physiologischer Modulationstiefe zwischen ITD-sensitiven DNLL und
MSO Zellen zeigt, dass der DNLL die Eigenschaften der MSO widerspiegelt. Werte der MSO sind
entnommen aus (Brand et al., 2002).
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Anhand dieses Vergleiches sieht man, dass sich die ITD-Funktionen der beiden Kerne
prinzipiell gleichen. Der DNLL spiegelt die ITD-Sensitivitit der MSO also gut wider.
Ein typisches Beispiel fiir ein ITD-sensitives Neuron des DNLL eines Tieres der
Kontrollgruppe ist in Abbildung 75 gezeigt. Seine beste ITD war bei 118 ps (= 0,12
Zyklen des Stimulus an der BF, 1000 Hz) und die starkste Steigung lag bei —56 us, also
deutlich innerhalb des Bereichs der physiologischen ITDs. Die maximalen Antworten
bei verschiedenen Stimulusfrequenzen liegen bei etwa der gleichen ITD und zeigen,
dass das Neuron dem ’peak-type’ entspricht. Weiter wird das zyklische
Antwortverhalten des Neurons bei allen gemessenen Frequenzen deutlich. Der Abstand
der maximalen Antworten entspricht ungefdhr der Phasenldnge des Stimulus. Man
bemerke, dass der Abstand der Maxima 1100 Hz Stimulusfrequenz kleiner ist als bei

1000 Hz.
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Abbildung 75  ITD-Funktion einer DNLL-Zelle

Ein Beispiel eines Neurons eines Kontrolltieres, das zeigt, dass die beste ITD unabhingig von der
Stimulusfrequenz ist (,peak-type’). Die beste ITD dieser Zelle an der Bestfrequenz (1000 Hz) liegt bei
118 pus, was 0,12 Zyklen der BF entspricht. Werte an der BF ermittelt durch 20 Stimuluswiederholungen.

Fiir alle 39 untersuchten Neurone lag der Wert fiir die mittlere beste IPD an der
Bestfrequenz bei +0,137 Zyklen (STDEV £0,067) und die durchschnittliche Position
der stirksten Steigung lag bei —17 us (£87,60). In Abbildung 76 ist ein Plot aller ITD-
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sensitiven DNLL-Zellen der Kontrollgruppe gezeigt. Hier wurden die ITD-Funktionen
auf ihre IPD normalisiert (siehe 2.2.2). Die maximalen Steigungen der IPD-Funktionen

liegen alle nahe 0.

0.8

0.6

Spikerate normalisiert

0.4 1

0.2 |

IPD (Zyklen)

Abbildung 76  Spikerate als Funktion der IPD
IPDs von allen Neuronen an ihrer Bestfrequenz, die in Kontrolltieren abgeleitet wurden. Die maximalen
Steigungen liegen nahe 0.

Die IPD-Funktionen zeigen eine deutliche Gruppierung um eine konstante beste IPD,
die beste IPD ist also im wesentlichen unabhingig von der BF der einzelnen Zellen. Im
DNLL waren die Maxima der ITD-Funktionen um eine beste IPD verteilt (siche
Tabelle 2 und Abbildung 77). Diese Beziehung findet sich auch in der MSO (Brand et
al., 2002) und im IC (McAlpine et al., 2001). Die relative Phasenkonstanz der besten
IPDs in Abhéngigkeit von der BF spiegelt auch die Beziehung der besten ITDs und der
BF wieder, die schon in Abbildung 59 gezeigt wurde. Neurone mit niedriger BF
tendieren dazu, eine grofere beste ITD zu haben, wobei Neurone mit hoher BF
durchschnittlich kleinere beste ITDs haben. AuBBerdem zeigt nur ein Drittel der Neurone
die maximale Antwort auf eine ITD im physiologischen Bereich (Abbildung 59, grau

gestrichelte Linie).
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Abbildung 77  Beste IPD versus Bestfrequenz
Die besten IPDs an der BF aller Zellen wurden als Funktion der Stimulusfrequenz (BF) aufgetragen. Die
besten IPDs orientieren sich um einen Mittelwert von 0,137 Zyklen. Vergleichbare Beziehungen
zwischen bester IPD an der BF und der Stimulusfrequenz finden sich auch bei Brand et al. (Brand et al.,
2002) und McAlpine et al. (McAlpine et al., 2001).

Die maximalen Steigungen der ITD-Funktionen bei Stimulation mit der BF der 39 in
unsere Kontrollgruppe einbezogenen Zellen sind in Abbildung 78 gegen die

Stimulationsfrequenz (= BF) aufgetragen.
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Abbildung 78 ITD der maximalen Steigungen in Kontrolltieren

Die maximalen Steigungen der ITD-Funktionen an der BF von Kontrolltieren gegen die
Stimulationsfrequenz aufgetragen. Mehr als 80 % der maximalen Steigungen liegen innerhalb des
physiologischen Bereiches (grau gestrichelte Linien).

Die Mehrzahl der Zellen (> 80 %) hat die maximale Steigung der ITD-Funktion
innerhalb des physiologischen Bereiches (grau gestrichelte Linien).

Die ITD-Sensitivitdt im DNLL spiegelt die der MSO wider und kann dazu beniitzt
werden, um verschiedene Tiergruppen auf Unterschiede in der ITD-Verarbeitung zu
vergleichen. Es ist sehr unwahrscheinlich, dass die beobachtete ITD-Sensitivitit einen
anderen Ursprung hat als in der MSO. Tatsédchlich verhindert eine Zerstérung der MSO
die Fahigkeit zur Schalllokalisation im Azimut (Casseday and Neff, 1975), daher
scheint die MSO der einzige Ursprung von ITD-Empfindlichkeit zu sein.

4.3.7 ITD-FUNKTIONEN IN JUNGEN WUSTENRENNMAUSEN

Um festzustellen ob es eine Entwicklung in der Verarbeitung von ITDs gibt, wurden
ITD-Funtkionen in erst 15 Tage alten Wiistenrennméusen, 3 Tage nach Horbeginn,
gemessen. Die ITD-Funktionen von 15 Tage alten Wiistenrennméusen unterschieden
sich signifikant von denen erwachsener Tiere. Von den bei 14 Tieren abgeleiteten 18

Neuronen waren 7 monaural von jeweils nur einem Ohr erregbar und zeigten ITD-
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Sensitivitdt. Die Bestfrequenzen dieser Zellen waren zwischen 400 Hz und 1800 Hz

verteilt (Abbildung 79).

n=18
Mittelwert = 550555556
ST Standardabweichung = 376.951103
hax = 1800, Min = 400

Anzahl Zellen

200 400 B00 800 1000 1200 1400 1600 1800
Bestfrequenz (Hz)

Abbildung 79  Bestfrequenzverteilung der bei jungen Tieren gemessenen ITD-Funktionen
Die BF der bei jungen Tieren gemessenen ITD-sensitiven Zellen lagen vor allem um 1000 Hz, aber auch
bei 650 Hz. Binweite 50 Hz.

Ein reprédsentatives Beispiel einer ITD-sensitiven Zelle eines jungen Tieres ist in
Abbildung 80 zu sehen. Seine BF lag bei 900 Hz und die maximale Steigung an der BF
bei —104 ps. Wie bei den Kontrolltieren ist hier bereits das zyklische Antwortverhalten
erkennbar. Die Antwortraten in den jungen Tieren waren im Vergleich zu den
Kontrolltieren deutlich geringer (vgl. Abbildung 75). Die mittlere beste IPD lag bei
einem Wert um 0, die mittlere maximale Steigung dagegen lag klar auBlerhalb des

physiologischen Bereiches (Tabelle 2 und Abbildung 81).
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Abbildung 80  ITD-Funktion einer 15 Tage alten Wiistenrennmaus

ITD-Funktion einer Einzelzelle eines 15 Tage alten Tieres. Die beste ITD liegt nahe 0 (+53 ps, oder
+0,046 Zyklen) und die physiologische Modulationstiefe liegt bei nur 39 %. Die Bestfrequenz dieser
Zelle liegt bei 900 Hz, und die maximale Steigung liegt bei -104 ps. Die ITD-Funktion an der BF wurde
durch 20 Wiederholungen ermittelt.

Interessanterweise waren die im DNLL bei jungen Tieren gemessene mittlere beste IPD
der ITD-Funktionen statistisch nicht unterschiedlich von der mittleren besten IPD den
ITD-Funktionen, die in der MSO bei pharmakologischer Blockade der Inhibition
gefunden wurden (Brand et al., 2002) (DNLL junge Tiere sieche Tabelle 3, MSO 0,021
Zyklen, £0,054; P = 0,997, Anova single factor Test).
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Abbildung 81 IPD-Funktionen von allen Zellen von juvenilen Tieren
IPD-Funktionen an der Bestfrequenz von allen Neuronen, die in 15 Tage alten Wiistenrennméusen

abgeleitet wurden. Die mittlere beste IPD liegt bei +0,023 Zyklen, und die maximale Steigung liegt im
Schnitt bei —220 ps.

Als weiterer Parameter wurde bei den DNLL-Neuronen die Reizschwellen gemessen.
Die Reizschwellen der Neurone lagen um mehr als 20 dB, damit also deutlich und
statistisch signifikant iiber denen der adulten Kontrolltiere (Abbildung 83).

Die maximalen Steigungen der 15 Tage alten Tieren waren nicht wie bei den
normal adulten Tieren auf den physiologischen Bereich abgestimmt, sondern befanden

sich zu einem groflen Teil im Bereich von ITDs die kleiner waren als —120 ps.
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Abbildung 82  ITD der maximalen Steigung bei jungen Tieren

Die maximalen Steigungen der ITD-Funktionen im Verhiltnis zur Bestfrequenz aufgetragen. Anders als
bei den normalen adulten Tieren sind die maximalen Steigungen nicht hauptsdchlich auf den
physiologischen Bereich abgestimmt.
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Abbildung 83 Reizschwellen der ITD-sensitiven Neurone im DNLL der verschiedenen Gruppen
Die mittleren Reizschwellen der Kontrolltiere und der in Rauschen aufgewachsenen Tieren sind nicht
unterschiedlich. Bei den 14 und 15 Tage alten Tieren ist die Horschwelle jedoch signifikant erhoht. Bei
den Tieren die im adulten Stadium dem Rauschen ausgesetzt waren lag die Horschwelle etwas niedriger
als bei der Kontrollgruppe. Fehlerbalken: Standardabweichung.
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Bei Ableitungen an acht erst 14 Tage alten Tieren wurden unter 9 abgeleiteten Zellen

keine ITD-sensitiven Zellen gefunden.

4.3.8 EINFLUSS DER FRUHEN HORERFAHRUNG AUF DIE ENTWICKLUNG DER

ITD-VERARBEITUNG

Die ITD-Sensitivitit von DNLL-Neuronen in Wiistenrennméausen, die in den ersten
Tagen nach Horbeginn, von P10 bis P15, in der Noisebox aufgezogen wurden,
unterschied sich signifikant von der in Kontrolltieren gemessenen. Von den 62 bei
unter Rauschexposition aufgewachsenen Wiistenrennmiusen gefundenen Zellen
zeigten 22 eine sogenannte ,peak-type’ Aktivitit. Der Mittelwert der BF dieser 22
Zellen lag bei 911 Hz, wobei die BF zwischen 200 und 1300 Hz variierte (Abbildung
84). Die Verteilung der BF dagegen war in der Kontrollgruppe und der im Rauschen

aufgezogenen Gruppe nicht statistisch unterschiedlich (Anova single factor Test).
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Abbildung 84  Bestfrequenzen der ITD-sensitiven Zellen der im Rauschen aufgewachsenen Tiere
Der Mittelwert der BF der ITD-sensitiven Zellen der im Rauschen aufgewachsenen Tiere liegt bei 911
Hz, und die Bandbreite schwankt, dhnlich wie bei der Kontrollgruppe, zwischen 200 und 1300 Hz.
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Eine beispielhafte ITD-Funktion einer Zelle, die bei einem im Rauschen aufgezogenen
Tier abgeleitet wurde, zeigt Abbildung 85. Die beste ITD an der BF lag bei —52 ps und
die maximale Steigung bei —276 ps. Die entsprechende beste IPD (-0,063 Zyklen) lag
somit weit entfernt vom Mittelwert der besten IPDs der Kontrolltiere, und die
maximale Steigung lag auflerhalb des physiologischen Bereiches. Die ,peak-type’
Eigenschaft dieser Zelle wird deutlich. Zwischen 1100 und 1400 Hz hatten die besten
ITDs dhnliche Werte.
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Abbildung 85 ITD-Funktion einer Noisebox-Wiistenrennmaus

Beispiel einer ITD-Funktion einer Zelle, die von einem im Rauschen aufgewachsenen Tier
aufgenommen wurde. Die beste ITD an der Bestfrequenz (1200 Hz) liegt nahe 0 (-53 ps, entsprechend —
0,063 Zyklen). Die ITD-Sensitivitdt ist unabhdngig von der Frequenz (,peak-type’), und die
physiologische Modulationstiefe an der BF betrdgt nur 23 %. Die ITD-Kurve an der BF wurde mit 59-61
Wiederholungen pro Stimulus ermittelt.

Eine grafische Darstellung aller 22 bei der Bestfrequenz aufgenommenen ITD-
Funktionen in Abbildung 86 illustriert, dass die meisten Neurone von in Rauschen

aufgezogenen Tieren eine andere ITD-Sensitivitit zeigten als in Kontrolltieren.
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Abbildung 86  Verteilung aller ITD-sensitiven Zellen von Noisebox-Tieren

IPD-Funktionen aller DNLL-Neurone, die von im Rauschen aufgezogenen Wiistenrennmiusen abgeleitet
werden. Die besten IPDs sind um 0 verteilt und die maximalen Steigungen sind nicht systematisch auf
eine IPD um 0 abgestimmt. Einige ITD-Funktionen haben ihre beste IPD im negativen Bereich.

Uber die gesamte Population war die mittlere beste IPD deutlich niedriger als in der
Kontrollgruppe (P < 0,0005; Tabelle 3 und Abbildung 88), und die mittlere maximale
Steigung war auflerhalb des Bereiches der physiologischen ITDs. 82% aller ITD-
Funktionen der Kontrollgruppe hatten ihre maximale Steigung innerhalb des
physiologischen Bereiches, aber nur 45% der ITD-Funktionen der berauschten Tiere
(bei den Kontrolltieren war das immer der ,linke’ Fliigel, bei den berauschten Tieren
wurde immer die Flanke der ITD-Funktion beriicksichtigt, die der 0-ITD-Achse am
nichsten war). Die maximalen Steigungen der ITD-Kurven von im Rauschen
aufgezogenen Tieren sind nicht systematisch auf den physiologischen Bereich
abgestimmt (Abbildung 87). Mehr als die Hilfte der maximalen Steigungen liegen
auBerhalb des Bereiches der physiologischen ITDs.
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Verteilung der maximalen Steigungen bei Noisebox Tieren
Verteilung der maximalen Steigungen an der BF von ITD-Funktionen von Zellen die im DNLL von im
Rauschen aufgewachsenen Wiistenrennméusen gefunden wurden, sind gegen die BF aufgetragen. Mehr
als die Hélfte der maximalen Steigungen liegen auflerhalb des Bereichs der physiologischen ITDs der
Wiistenrennmaus (grau gestrichelte Linien).
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Abbildung 88 (vorherige Seite) Quantifizierung der ITD/IPD-Funktionen an der BF jedes
Neurons

Fiir alle Parameter aufler der 50% Weite sind die Kontrolltiere signifikant unterschiedlich von den im

Rauschen aufgezogenen Tieren. Die Parameter der jungen Tiere sind denen der Noiseboxtiere sehr

ghnlich. Sternchen kennzeichnen statistische Unterschiede (*** P < 0,0005; ** P <(0,01; * P <0,05).

Bemerkenswerterweise war der Wert fiir die mittlere beste IPD der in der Noisebox
aufgewachsenen Tiere, wie der bei jungen Tieren, nicht signifikant unterschiedlich von
dem Wert, der in der MSO wihrend Blockade von glyzinerger Inhibition gemessen
wurde (0,021 Zyklen, £0,054; P = 0,912, Anova single factor Test). Dementsprechend
war auch die Modulationstiefe iiber den physiologischen Bereich im Vergleich zu
Kontrolltieren signifikant reduziert (P < 0,0001; siche Tabelle 3 und Abbildung 88).
Dieser Wert war wiederum vergleichbar mit MSO-Werten wihrend der Blockade der
Hemmung (20,5%; +4,37; P = 0,984, Anova single factor Test) (Brand et al., 2002) und
mit den Daten, die bei jungen Tieren gefunden wurden. Die mittlere absolute
Modulationstiefe der ITD-Funktionen bei im Rauschen aufgezogenen Tieren war
ebenfalls geringer als bei Kontrollbedingungen (P < 0,001; Tabelle 3 und Abbildung
88), aber ebenfalls vergleichbar den Werten von Jungtieren (Abbildung 88) und den
Werten von MSO-Neuronen, bei denen die Hemmung blockiert war (82,4%, £12,90)
(Brand et al., 2002). Die absolute Modulationstiefe lag trotz des Unterschiedes zur
Kontrollgruppe immer noch iiber 80% (Tabelle 3), ein Hinweis darauf, dass der
Koinzidenzmechanismus der MSO intakt war. Die 50%-Breiten der ITD-Funktionen
der Rauschgruppe waren im Vergleich zur Kontrollgruppe leicht, aber statistisch nicht
signifikant erhoht. Der Mittelwert war wiederum vergleichbar mit dem der Jungtiere

(Tabelle 3 und Abbildung 88).

116



ERGEBNISSE

ITD-sensitive
Absolute Physiol. Maximale
. Zellen Beste IPD 50% Breite
Tiergruppe Modulations Modulations Steigung
(Zellen gesamt, ) ) (Zyklen) (Zyklen)
) -tiefe -tiefe (us)
Tiere)
39 96,25% 68,44% 0,137 -17,72 0,33
Kontrolle
(65; 11) +9,24 122,27 + 0,067 + 87,60 + 0,08
Berauschte 22 84,0% 20,82% 0,027 -152,96 0,45
Tiere (62; 8) + 14,46 +40,10 + 0,101 + 145,01 +0,15
Berauschte
13 96,27% 81,10% 0,186 21,29 0,36
erwachsene
. (26; 4) +5,50 1 16,14 10,049 175,83 + 0,062
Tiere
) 18 80,99% 24,51 0,022 -151,77 0,46
Jungtiere
(30; 14) +21,38 + 39,05 +0,143 + 178,44 10,27
Tabelle 3 Alle untersuchten Parameter der verschiedenen Tiergruppen

Fiir alle ITD-Funktionen von den vier untersuchten Tiergruppen wurden die mittleren Werte fiir die
Parameter absolute und physiologische Modulationstiefe, beste IPD, maximale Steigung und 50% Breite
berechnet.

Es kann nicht komplett ausgeschlossen werden, dass ein Teil der untersuchten Neurone
bei in der Noisebox aufgezogenen Tieren einen Eingang von der contralateralen MSO
bekommen hat, also spiegelbildlich abgestimmt war. Eine solche Projektion wurde
zwar bislang fiir den DNLL noch nicht gefunden (Schwartz, 1992), aber Neurone mit
dieser Eigenschaft wurden im IC beschrieben (McAlpine et al., 2001). Obwohl im
Rahmen dieser Arbeit bei normal aufgewachsenen Tieren keine solchen Neurone
gefunden wurden, sollte man ausschlieBen, dass der gefundene Unterschied zwischen
der Kontroll- und im Rauschen aufgewachsenen Gruppe auf einer Uberreprisentation
umgekehrter ITD-Funktionen basiert. Dazu wurden alle ITD-Funktionen der in der
Rauschbox aufgezogenen Gruppe, die bei negativen ITDs ihr Maximum hatten, an der
Y-Achse gespiegelt und die Werte fiir beste [PD und maximale Steigung neu berechnet.
Trotzdem unterschied sich die beste IPD und maximale Steigung von Kontrolltieren
und von im Rauschen aufgezogenen Tieren signifikant (beste IPD: 0,080 Zyklen;
10,07, P < 0,005; maximale Steigung: -75,78 us; £134,98; P < 0,05; Anova single
factor Test).
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Etwaige Schidigungen in der Funktionalitdt des Horsystems, vor allem in der
Peripherie, wiirden sich unter anderem in unterschiedlichen Horschwellen zeigen. Aus
diesem Grund wurden die Horschwellen an der Bestfrequenz der beiden Gruppen
verglichen. Bei den Kontrolltieren lag die mittlere Schwelle bei 55,64 dB (+13,53)
Abschwiéchung, bei den berauschten Tieren bei 57,27 dB (£10,77). Beide Verteilungen

waren statistisch nicht signifikant unterschiedlich (#-test).

4.3.9 EINFLUSS DES BERAUSCHENS AUF ITD-SENSITIVITAT BEI ADULTEN

TIEREN

Um auszuschlieBen, dass die gefundenen Unterschiede der ITD-Funktionen von
Kontroll- und Noiseboxtieren ein Nebeneffekt der Rauschexposition war, wurde
getestet, ob weilles Rauschen auch die ITD-Sensitivitdt in adulten Wiistenrennméusen
beeinflusst. Aus diesem Grund setzten wir adulte Wiistenrennméuse fiir den gleichen
Zeitraum unter gleichen Bedingungen dem omnidirektionalen weiflen Rauschen aus.
Nach einer Mindesterholzeit von 10 Tagen nach Rauschexposition erfassten wir Daten
von 26 Neuronen, von denen 13 eine ,peak-type’ ITD-Sensitivitit zeigten. Die

Verteilung der Bestfrequenzen variierte von 500 Hz bis 1225 Hz.

N=13
Mittehwert = 851.923077
5T Standardabweichung = 248.843479
Wax = 1225, Min = 500

Anzahl Zellen

200 400 600 500 1000 1200 1400 1600 1800
Bestfreguenz (Hz)

Abbildung 89  Verteilung der Bestfrequenzen der Zellen der adult berauschten Gruppe
Die BF variierten von 500 Hz bis 1225 Hz um einen Mittelwert von 851 Hz.
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Ein typisches Beispiel einer ITD-sensitiven Zelle eines im bereits adulten Stadium dem
Rauschen ausgesetzten Tieres ist in Abbildung 90 zu sehen. Die beste IPD dieser Zelle
an der BF lag bei 0,197 Zyklen (188 ps) und die maximale Steigung bei +43 ps. Die
Zelle hatte ,peak-type’ Eigenschaften, und die maximale Steigung lag im Bereich der

physiologisch relevanten ITDs.
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Abbildung 90  ITD-Funktion einer Zelle eines adult berauschten Tieres

Ableitung eines DNLL-Neurons von einem Tier, das im Erwachsenenalter weilem Rauschen ausgesetzt
war. Die Bestfrequenz dieser Zelle lag bei 1050 Hz. Die ITD-Funktionen sind unabhéngig von der
Stimulationsfrequenz (,peak-type’) und die maximalen Steigungen sind nahe 0 ITD (+43 ps). Die beste
IPD an der BF dieser Zelle lag jedoch etwas hoher als bei einer durchschnittlichen ITD-Funktion eines
Kontrolltieres, ndmlich bei 188 ps (0,197 Zyklen bei 1050 Hz). Die ITD-Funktion an der BF wurde
durch 40 Stimuluswiederholungen ermittelt.

Die Daten fiir Modulationstiefen, maximale Steigung und 50 %-Breite waren nicht
unterschiedlich von Daten der Kontrollgruppe. Die mittlere beste IPD dagegen war
leicht, aber signifikant unterschiedlich (Tabelle 3 und Abbildung 88). Wihrend die
mittlere beste IPD bei den berauschten Tieren jedoch nahe 0 IPD lag, war der Wert bei
den adult dem Rauschen ausgesetzten Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren

erhoht.
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Abbildung 91  IPD-Funktionen von adult berauschten Tieren
Alle IPD-Funktionen von adulten Tieren, die dem Rauschen in der Noisebox ausgesetzt waren. Die
maximalen Steigungen aller Kurven sind auf 0 I[PD abgestimmt.

Die Reizschwellen der adult berauschten Tiere lag bei mittleren 70,77 dB (+17,54)
Abschwichung. Dieser Wert ist zwar nur leicht niedriger als der Wert der Kontroll- und
berauschten Tiere, aber trotzdem statistisch unterschiedlich (z-test).

Um auszuschlieBen, dass die statistisch signifikante Erhohung der mittleren besten
IPD der im Erwachsenenstadium in der Noisebox gehaltenen Tiere nicht durch unsere
Berechnungsmethode (Vektorkalkulation nach Goldberg und Brown Goldberg and
Brown, 1969) zustande kam, wurden an die bis dato vorhandene Auswahl an ITD-
Funktionen der verschieden Gruppen (Kontrolle, berauscht, erwachsen berauscht)
Gauf3-Funktionen angepasst und deren mittlere Maxima miteinander verglichen

(Abbildung 92).
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Abbildung 92  Beste IPD der verschieden Gruppen mittels Gaulischer Anpassungskurven

Die Verhiltnisse der besten IPDs der drei untersuchten Gruppen verhalten sich bei der Bestimmung der
besten IPD mittels GauBkurven vergleichbar wie bei Bestimmung der besten IPD mit der
Vektorkalkulation nach Goldberg und Brown. Fehlerbalken: Standardabweichung.

Es wurden 28 Zellen von Kontrolltieren, 13 von im Rauschen aufgezogenen Tieren und
13 von adult dem Rauschen exponierten Tieren untersucht. Die Werte beider Methoden

der Bestimmung der besten IPD sind jeweils vergleichbar (Tabelle 4).

Beste IPD in Zyklen Vektorkalkulation nach GauBkurven
Goldberg und Brown

Kontrolltiere 0,119 0,114
10,0588 10,0554

NRA Tiere 0,0302 0,0327
10,0762 0,068

Adult berauschte Tiere 0,186 0,177
10,0491 0,050

Tabelle 4 Vergleich der besten IPD fiir beide Ermittlungsarten

Die Werte der mittleren besten IPDs fiir alle drei untersuchten Gruppen verhalten sich fiir beide
angewandten Berechnungsmethoden sehr dhnlich.

Folglich ist anzunehmen, dass es sich bei der Erhohung der besten IPD bei rausch-

exponierten erwachsenen Tieren um einen tatsdchlichen Effekt handelt. Ungeklart ist
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allerdings, ob dieser Effekt konsistent ist oder nur flir eine bestimmte Zeitspanne nach

der Berauschung anhilt (sieche dazu 4.3.10).

4.3.10 ADULTE PLASTIZITAT DER ITD-SENSITIVITAT

Die mittlere beste IPD der adult dem Rauschen ausgesetzten Gruppe war im Vergleich
zur Kontrollgruppe statistisch unterschiedlich (siche Abbildung 88). Der Wert war
jedoch im Gegensatz zu den im Rauschen aufgezogenen Tieren nicht kleiner als der
Kontrollwert, sondern héher (Abbildung 88). Alle anderen gemessenen Parameter der
adult dem Rauschen exponierten Gruppe waren nicht signifikant unterschiedlich zur
Kontrolle. Es wurden vier adulte Tiere in der Noisebox gehalten. Vier der Tiere waren
zum Zeitpunkt des Experimentes 65 bis 73 Tage alt und wurden 11 bis 26 Tage nach
dem Aufenthalt in der Noisebox untersucht.

Ein Tier wurde erst 137 Tage (~ 4,5 Monate) nach dem Rauschen in das
Experiment genommen, wobei von 4 ITD-sensitiven Zellen abgeleitet wurde. Die
mittlere beste IPD dieser Zellen, 137 Tage nach dem Berauschen, war deutlich
niedriger als die der Zellen, die 11 bis 26 Tage nach dem Noiseboxexperiment
abgeleitet wurden (Abbildung 93) und der Zellen der Kontrollgruppe. Diese
Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Diese vorldufigen Daten weisen auf eine
nicht permanente Verdnderung der ITD-Sensitivitit hin. Dieses Ergebnis wurde

inzwischen im Rahmen einer Diplomarbeit bestitigt (Kollmar, 2003).
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Abbildung 93  Mittlere beste IPDs von Kontroll- und adult dem Rauschen ausgesetzten Tieren

In einer Zeitspanne von 11 bis 26 Tagen nach Verlassen der Noisebox ist die beste IPD signifikant
erhoht. Nach einer Zeitspanne von insgesamt 137 Tagen ist die beste IPD deutlich geringer.
Fehlerbalken: Standardabweichung.

123



5 DISKUSSION

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Entwicklung der Verteilung der
glyzinergen Synapsen an MSO-Neuronen in Wiistenrennméusen abhéngig ist von der
Erfahrung rdumlicher akustischer Signale. Wurden diese Signale durch
omnidirektionales weiles Rauschen wihrend einer kritischen Periode kurz nach
Horbeginn maskiert, so wurde die Beschrinkung der inhibitorischen Eingénge auf das
Soma im Laufe der Entwicklung teilweise unterdriickt. Weitere Ergebnisse
demonstrierten, dass es an den MSO-Zellen der Ratte, einem Tier das ITDs wohl nicht
primir zur Schalllokalisation verwendet, nicht zu einer solchen Beschrinkung wihrend
der Entwicklung kommt. Die Begrenzung der inhibitorischen Synapsen auf das
Zellsoma scheint daher eine Spezialisierung fiir die ITD-Kodierung in der MSO
darzustellen. Die Restriktion der inhibitorischen Synapsen auf das Soma kdnnte die
zeitliche Summation der Inhibition minimieren und damit die Fahigkeit, solche ITDs
im Mikrosekundenbereich zu verarbeiten, erheblich verbessern.

Die Fragestellung fiir den zweiten Teil der Arbeit folgte direkt aus den Ergebnissen
des ersten Teils. Wie sich bei den immunohistochemischen Versuchen zeigte, hat die
Verteilung der inhibitorischen Eingdnge einen Einfluss auf die ITD-Kodierung hat.
Dariiber hinaus lassen vorldufige Ergebnisse aus unserem Labor von in vitro
Ableitungen in der MSO der Wiistenrennmaus vermuten, dass sich die zeitliche
Prizision der Ubertragung der Inhibition nach Horbeginn veriindert (Kapfer, 2003),
also direkt mit der Verteilung der glyzinergen Synapsen an einzelnen Zellen korreliert.
Da die Beschriankung der glyzinergen Synapsen auf das Zellsoma von MSO-Neuronen
nur bei ITD-verarbeitenden Tieren auftritt, ist zu erwarten, dass sie ein strukturelles
Korrelat fiir die ITD-Kodierung darstellt. Einzelzellableitungen im DNLL zeigten eine
Entwicklung in der ITD-Abstimmung bei der Wiistenrennmaus nach Horbeginn.
AuBlerdem wurde gezeigt, dass die ITD-Eigenschaften des DNLL, denen ihres
Ursprungs, ndmlich den Zellen in der MSO, sehr dhnlich sind. ITD-Funktionen in
jungen Tieren kurz nach Horbeginn zeigten beste ITDs um 0 ITD, wohingegen in
adulten Tieren die mittlere beste IPD deutlich in die contralaterale Horhemisphére
verschoben war. Diese Verschiebung bewirkte, dass die maximale Steigung der ITD-
Funktion innerhalb des physiologischen Bereiches nahe 0 ITD liegt. In Tieren, die kurz

nach Horbeginn omnidirektionalem Rauschen ausgesetzt waren, gab es diese
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Verschiebung nicht, sie zeigten eine Verteilung der besten ITDs um 0 ITD, also dhnlich
dem Muster der ITD-Funktionen von jungen Tieren. Ein oder mehrere wichtige Schritte
in der Entwicklung der ITD-Kodierung konnten demnach durch Aufzucht in Rauschen
blockiert werden. Interessanterweise gleichten ITD-Funktionen des DNLL von jungen
und im Rauschen aufgewachsenen Tieren denen in der MSO wihrend Blockade der
Inhibition (Brand et al.,, 2002). Wurden erwachsene Tiere dem weillen Rauschen
ausgesetzt, so kam es zwar zu einer Verschiebung der ITD-Funktionen hin zu héheren
besten ITDs, dieser Effekt entsprach aber nicht der Wirkung des weillen Rauschen bei
Tieren kurz nach Horbeginn. Daraus folgt also, dass es nach Horbeginn eine kritische
Periode fiir die Entwicklung der ITD-Sensitivitit gibt.

Obwohl wir Anderungen in der Entwicklung der erregenden Eingiinge zur MSO
nicht ausschlieBen konnen, gab es doch eine direkte Korrelation zwischen der
Entwicklung der ITD-Funktionen und der Entwicklung von inhibitorischen Synapsen
auf MSO-Zellsomata, die darauf hinwiesen, dass die Verteilung der hemmenden

Eingénge auf MSO-Zellen einen direkten Einfluss auf die ITD-Sensitivitét hat.

5.1 ERFAHRUNGSABHANGIGE ENTWICKLUNG DER VERTEILUNG
GLYZINERGER SYNAPSEN AN NEURONEN DER MEDIALEN

OBEREN OLIVE

Frithere Ergebnisse haben gezeigt, dass die inhibitorischen Einginge zu MSO-
Neuronen der Wiistenrennmaus auf das Zellsoma beschrinkt sind (Seidl, 1999; Kapfer
et al., 2002). Dieses Ergebnis deckt sich mit der Verteilung von flachen Vesikeln in
prasynaptischen Terminalen an der MSO von Katzen (Clark, 1969) und Chinchillas
(Perkins, 1973): Diese flachen Vesikel werden inhibitorischen Synapsen zugeordnet.
Alle genannten Tierarten besitzen ausgeprigtes Horvermogen im tieffrequenten
Bereich und ihre MSO-Neurone sind fiir eine hohe Auflosung von interauralen
Zeitdifferenzen spezialisiert (Langford, 1984; Yin and Chan, 1990; Spitzer and Semple,
1995; Grothe, 2000). Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigten,
dass in der Ratte, einem Tier, das nicht auf das Horen von tiefen Frequenzen
spezialisiert ist (Kelly and Masterton, 1977) und wahrscheinlich auch keine ITDs zur
Schalllokalisation beniitzt (Inbody and Feng, 1981), die glyzinergen Synapsen nicht auf

das Soma beschrankt waren. Eine Beschrinkung der inhibitorischen Eingdnge zur MSO
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auf das Soma konnte somit eine Anpassung an die ITD-Verarbeitung im
Submillisekundenbereich  darstellen.  Clark  spekulierte  aufgrund  eigener
physiologischer Ergebnisse schon 1969 (Clark and Dunlop, 1969) tiber die funktionelle
Bedeutung der Beschridnkung inhibitorischer Einginge. Clark postulierte, dass die
prasynaptische Hemmung durch die Reduzierung der Anzahl an Eingdngen ihre
Effektivitdt steigern und das zeitliche Auflésevermogen von MSO-Neuronen
verbessern konnte (Clark, 1969). Durch Verringerung der zeitlichen Summation der
inhibitorischen Einginge konnte die Kinetik der Hemmung gesteigert werden. Die
rdumliche Anordnung von erregenden Synapsen spielt tatsdchlich bei der zeitlichen
Verarbeitung von Signalen eine wichtige Rolle (Agmon-snir et al., 1998). Daher
scheint es mdglich, dass die Kompartmentalisierung von hemmenden Projektionen
ebenso fiir die zeitliche Genauigkeit des Eingangs bedeutend ist. Ergebnisse aus in vitro
Versuchen an der MSO, bei denen die glyzinerge Transmission pharmakologisch
blockiert wurde, zeigten, dass sich der Zeitpunkt und die Dauer der Hemmung auf die
Zeitverarbeitung von einzelnen MSO-Neuronen auswirkt (Grothe and Sanes, 1994).
Ein Modell zur Wirkungsweise der Inhibition auf die Informationsverarbeitung in
MSO-Neuronen wurde erstmals von Batra et al. vorgeschlagen (Batra et al., 1997a),
und Grothe und Park postulierten etwas spéter konkret, dass eine Inhibition, die
zeitgleich mit der Erregung einsetzt, funktionelle Verzdgerungsketten schaffen konnte
(Grothe and Park, 1998). Der direkte Nachweis fiir eine Rolle der Inhibition wurde
jedoch erst vor kurzem erbracht: Brand et al. demonstrierten mit pharmakologischer
Blockade der Inhibition in vivo an MSO-Neuronen den Einfluss der Hemmung auf die
Verarbeitung von ITDs (Brand et al., 2002).

An MSO-Neuronen der Ratte war die Verteilung der glyzinergen Synapsen an
MSO-Neuronen vor Horbeginn vergleichbar mit der Wiistenrennmaus zwei Tage vor
Horbeginn. Die inhibitorischen Eingénge waren iiber Somata und Dendriten
gleichmaBig verteilt (Seidl, 1999; Kapfer et al.,, 2002). Wiahrend die hemmenden
Eingénge bei der Wiistenrennmaus nach FEinsetzen der Horaktivitit jedoch eine
Restriktion auf das Soma erfuhren (Seidl, 1999; Kapfer et al., 2002), dnderte sich die
Verteilung bei der Ratte im Laufe der Entwicklung nach Horbeginn nicht. Die
entwicklungsabhéngige Verdnderung in der Wiistenrennmaus war abhidngig von
akustischer Erfahrung kurz nach Horbeginn. Wurde diese durch omnidirektionales
weilles Rauschen zu einem bestimmten Grad unterdriickt, so konnte die normale

Entwicklung der Verteilung nicht mehr ablaufen. Daten von zwei adulten
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Wiistenrennméausen, die im Erwachsenenalter dem omnidirektionalem Rauschen
exponiert waren, zeigten, dass die verdnderte akustische Erfahrung keinerlei
Auswirkungen im Erwachsenenstadium hat. Ein Zeitfenster von maximal 13 Tagen
nach Horbeginn ist also notwendig, um bestimmte Horerfahrung zu machen. Diese
Aussage wird gestlitzt durch unilaterale Cochleaentfernungen bei erwachsenen
Wiistenrennmausen, die ebenfalls zu keiner Verdnderung in der Verteilung der
glyzinergen Synapsen an MSO-Neuronen gefiihrt hat (Kapfer, 1999; Kapfer et al.,
2002).

Das Maskieren von rdumlicher akustischer Erfahrung (vorliegende Arbeit) und das
Entfernen einer Cochlea (Kapfer, 1999) fiihrten zu einer Erhdhung der
Glyzinrezeptordichte auf den Dendriten von MSO-Neuronen bei der Wiistenrennmaus.
Diese beiden Ergebnisse legen nahe, dass spezifische, aufeinander abgestimmte
binaurale Aktivitit fiir die rdumliche Beschrinkung der hemmenden Synapsen
verantwortlich ist.

Aktivitdtsabhidngige Verfeinerung im Laufe der Entwicklung ist fiir eine Reihe von
Systemen bekannt. Allerdings reduzierte sich der Grof3teil der Forschung auf erregende
Synapsen. So wurde zum Beispiel aktivitidtsabhéngige Eliminierung fiir exzitatorische
Synapsen an der neuromuskuldren Endplatte (Lichtman and Colman, 2000; Keller-Peck
et al.,, 2001), im visuellen Kortex (Chapman et al., 1986; Katz and Shatz, 1996), im
Kleinhirn (Ichise et al., 2000; Kakizawa et al., 2000) und im somatosensorischen
Kortex (O'Leary et al., 1994; Stern et al., 2001) gezeigt. Uber die aktivititsabhingige
Eliminierung von inhibitorischen Synapsen ist jedoch wenig bekannt. Im auditorischen
System konzentrierte sich die Aufmerksamkeit auf die hemmenden Eingéinge zur LSO
(siche 2.2), dem fiir die Verarbeitung der interauralen Intensitdtsdifferenzen
verantwortlichen Kerngebiet. Die Zellen der LSO bekommen inhibitorische Eingénge
von contralateral iiber den MNTB, die im adulten Stadium auf einen kleinen
Teilbereich innerhalb der LSO projizieren. Sanes und Takacs zeigten, dass bei
Blockade normaler neuronaler Aktivitdt die Axonterminalen von MNTB-Zellen in der
LSO im Laufe der Entwicklung nicht auf einen Frequenzbereich beschriankt werden
(Sanes and Takacs, 1993). Diese Studie beschéftigt sich allerdings mit den Eingingen
zu einer Population von Zellen, und nicht mit der Entwicklung von Eingéngen auf der
Ebene einer einzelnen Zelle. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse sind also das
erste Beispiel fiir eine erfahrungsabhingige Beschrinkung von inhibitorischen

Synapsen auf der Ebene einer einzelnen Zelle.
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Die Gesamtdichte der Glyzinrezeptoren auf den Somata der MSO-Zellen nahm
zwischen dem juvenilen Stadium vor Horbeginn und dem Erwachsenenstadium nicht
zu (Kapfer et al., 2002). Das spricht dafiir, dass die Synapsen auf den Dendriten
tatsdchlich eliminiert, und nicht nur in Richtung Soma verschoben wurden. Der
Mechanismus einer Eliminierung von glyzinergen Synapsen auf den Dendriten bleibt
unklar. Wenn man davon ausgeht, dass nur die Synapsen auf dem Soma schnell genug
mit ihrer Information zu der Gesamtantwort der Zelle beitragen kdnnen, so erscheint
ein Mechanismus moglich, der spezifisch zu langsame Projektionen schwicht und
schlieBlich abbaut.

Ein Mechanismus, mit dem gezielt bestimmte Eingdnge gestérkt oder geschwicht
werden kénnen, ist die Potenzierung oder Abschwichung synaptischer Ubertragung.
Synapsen auf den Dendriten konnten unterdriickt und als Konsequenz eliminiert
werden. Glyzinerge Synapsen auf dem Soma konnten potenziert und verstirkt werden.

Im Gegensatz zu exzitatorischen Synapsen ist Langzeitpotenzierung bzw.
-depression (engl. long-term potentiation, LTP, bzw. long-term depression, LTD) bei
inhibitorischen Synapsen nur in wenigen Fillen untersucht und beschrieben worden
(vgl. Stelzer et al., 1987). Im Kleinhirn wurde gezeigt, dass GABAerge Inhibition
(Transmitter y-Aminobuttersdure) je nach Stimulationsprotokoll gestiarkt oder
geschwiacht werden kann (Aizenman et al., 1998). Ebenso konnen GABAerge
Eingénge auf kortikale Pyramidenzellen je nach zeitlicher Relation von prd- und
postsynaptischer Aktivitit LTP oder LTD zeigen (Holmgren and Zilberter, 2001).
Neben GABAerger Inhibition zeigt aber auch glyzinerg iibertragene Hemmung die
Fahigkeit zur Langzeitverstirkung (Korn et al., 1992; Oda et al, 1998). Im
auditorischen System der Sduger, und damit am interessantesten fiir unsere Hypothese,
wurde fiir die glyzinerge Projektion des MNTB zur LSO die Féhigkeit zu LTD
nachgewiesen (Kotak and Sanes, 2000; Chang et al., 2003). Die selektive Potenzierung
bzw. Depression von glyzinergen Synapsen am Soma oder an Dendriten der MSO
konnte also ein Mittel sein, um Synapsen aufgrund unterschiedlicher zeitlicher
Eigenschaften zu eliminieren oder zu stirken. Das omnidirektionale Rauschen fiihrt zu
einer unkorrelierten Aktivierung der Synapsen und verhindert somit, dass diese
glyzinergen Eingidnge aufgrund ihres Beitrags zur Gesamtantwort der Zelle korrekt

beurteilt werden konnen.
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5.2 FEHLENDE RAUMLICHE BEGRENZUNG DER INHIBITORISCHEN

SYNAPSEN AN MSO-ZELLEN DER RATTE

Wir haben gezeigt, dass es bei der Ratte zu keiner Anderung der rdumlichen Verteilung
von glyzinergen Synapsen im Laufe der Entwicklung kommt. Anders als bei der
Wiistenrennmaus gibt es bei der Ratte offensichtlich keine erfahrungsabhéngige
Eliminierung der glyzinergen Synapsen an MSO-Neuronen.

Die fehlende Beschrinkung der glyzinergen Synapsen bei adulten Ratten im
Gegensatz zur Wiistenrennmaus korreliert nicht nur mit dem unterschiedlichen
Audiogramm, sondern auch mit einer deutlich geringeren Auflésung von ITDs, wie es
fiir MSO-Neurone in Albinoratten in vivo gezeigt wurde, iiberein (Inbody and Feng,
1981). In der Ratten MSO wurde nur fiir Neurone mit einer BF von iiber 2,2 kHz
gefunden (konsistent mit dem Audiogramm der Ratte, Sprague-Dawley Albino, Kelly
and Masterton, 1977), und da auditorische Neurone von Sdugern iiber 2 kHz keine
Phasenkopplung mehr zeigen (Grothe, 2000), scheint es nicht verwunderlich, dass
keine IPD-Selektivitit gefunden wurde. Diese Ergebnisse decken sich mit der
schlechten Schalllokalisationsféhigkeit von tiefen Frequenzen bei der Ratte (Kelly and
Phillips, 1991).

Widerspriichlich zu den bis dato gefundenen Horeigenschaften der Ratte stehen
Ergebnisse von Paolini et al. (Paolini et al., 2001). Hier werden Zellen im auditorischen
Hirnstamm beschrieben, deren tieffrequente BFs sich nicht mit den sonst gemessenen
Audiogrammen decken. Ein moglicher Grund fiir die Diskrepanz koénnte im
unterschiedlichen Horvermogen der in der Studie von Paolini et al. beniitzten Long-
Evans hooded Ratte, und der in meisten anderen Studien, wie auch von uns, verwendet
Albinoratten liegen. Ob es tatsdchlich Unterschiede in der Anatomie oder in der
binauralen Informationsverarbeitung zwischen den verschiedenen Rattentypen gibt
muss durch weitere Versuche geklart werden.

MSO-Zellen von Tieren mit gutem Horvermdgen im tieffrequenten Bereich zeigen
also eine Beschriankung der glyzinergen und somit hemmenden Eingénge auf das Soma
(Katze: Clark, 1969; Chinchilla: Perkins, 1973; Wiistenrennmaus: Seidl, 1999; Kapfer
et al., 2002). Bei Tieren wie Ratten, Opossums oder Fledermdusen, die nur schwaches
Horvermogen im tieffrequenten Bereich besitzen und ergo keine ITDs beniitzen, gibt es

diese Entwicklung nicht (Kapfer et al., 2002). Hier erschienen die Zellen der MSO
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weitaus weniger strukturiert (Abbildung 37 und Abbildung 38) und eine Beschrinkung
der inhibitorischen Eingénge auf das Soma war nicht nachzuweisen (Abbildung 43).
Die spezifische Anordnung der glyzinergen Synapsen bei tieffrequent hérenden

Tieren stellt also eine Anpassung an die Verarbeitung von ITDs dar.

5.3 ITD-SENSITIVITAT IM DNLL

Um die ITD-Sensitivitit von Wiistenrennméusen in verschiedenen Entwicklungsstadien
und mit verdnderter Horerfahrung zu vergleichen, wurden die ITD-Funktionen im
DNLL von verschiedenen Tiergruppen gegeniibergestellt. Die ITD-Empfindlichkeit im
DNLL der adulten Wiistenrennmaus zeigte die gleichen Eigenschaften, die bereits fiir
die MSO (Brand et al., 2002) und den IC (McAlpine et al., 2001; Hancock and
Delgutte, 2003) gefunden wurden. Betrachtet man die besten ITDs als Funktion zur
Bestfrequenz, so sind die besten ITDs umgekehrt proportional zur Bestfrequenz, das
heiflt, je kleiner die Bestfrequenz desto grofer ist im Mittel der Wert fiir die beste ITD.
Diese Beziehung resultiert in einer systematischen Anordnung der besten IPDs fiir alle
Bestfrequenzen um einen konstanten Wert (IPD = ITD x BF). Dieses Phdnomen wurde
erstmals im auditorischen Mittelhirn des Meerschweinchens (McAlpine et al., 2001)
und etwas spiter fiir die erste Station der ITD-Kodierung, die MSO, in der
Wiistenrennmaus beschrieben (Brand et al., 2002). Erst kiirzlich wurde das gleiche
Verhiltnis von bester ITD und BF bei der Katze, einem Tier mit einem relativ grofleren
Kopf, beschrieben (Hancock and Delgutte, 2003). Daher ist anzunehmen, dass die
gefundene Beziehung zwischen bester ITD und BF nicht ein spezifisches Phdnomen bei
Tieren mit kleinem Ohrabstand ist, sondern ein fiir alle Sdugetiere giiltiges Prinzip. In
allen drei Studien gibt es keine systematische Verteilung der besten ITDs iiber den
physiologischen Bereich des untersuchten Tieres. Vielmehr liegt der Grof3teil der
maximalen Antworten auerhalb des physiologisch relevanten Bereiches (McAlpine et

al., 2001; Brand et al., 2002; Hancock and Delgutte, 2003).
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Abbildung 94  Neues Konzept fiir die Verarbeitung von ITDs

Das neue Bild der MSO zeigt, dass bereits einzelne Neurone in der Lage sind verschiedene ITDs zu
kodieren. Je nach Lage der Schallquelle im Azimut dndert sich die Feuerrate einer Zelle. Schall aus der
contralateralen Hemisphdre resultiert in hohen Antwortraten und umgekehrt. Da die maximalen
Steigungen immer bei einer ITD um 0 liegen, ergibt sich ein hohes Auflosevermdgen um die Mittellinie.
Abbildung aus "New roles for synaptic inhibition in sound localization’, B. Grothe, Nature Reviews
Neuroscience, Volume 4, July 2003, (Grothe, 2003).

Die hier gezeigten Ableitungen vom DNLL zeigen ebenfalls dieses Antwortverhalten.
Der DNLL spiegelte die Eigenschaften der MSO in bezug auf ITD-Empfindlichkeit fast
perfekt wieder. Die Werte fiir die mittlere beste ITD und die Modulation der Feuerrate
im physiologischen Bereich stimmten fast {iberein. Wie schon in den bereits
beschriebenen Studien gezeigt, gibt es bei den ITD-Funktionen im DNLL einen klaren
Zusammenhang zwischen bester ITD und BF. Der Grofiteil der maximalen
Antwortraten lag auferhalb des physiologisch relevanten Bereiches, es gibt keine
systematische Verteilung von besten ITDs innerhalb dieser Bandbreite von ITDs.
Ebenso lag der Mittelwert der maximalen Steigungen nahe 0 ITD, und iiber 80 % aller
Zellen hatten die maximale Steigung ihrer ITD-Funktion in diesem Bereich. Wéren die
besten ITDs nur deshalb nicht ausschlieBlich im physiologischen Bereich angeordnet,
weil sie gleichméBig iiber den gesamten theoretisch moglichen Bereich verteilt sind, so
wiirde man eine andere als von uns beobachtete Verteilung erwarten. Die in Abbildung
95 gezeigte Verteilung unserer Daten zeigt keineswegs ein solches gleichmaBiges

Muster, die besten ITDs sind nicht iiber den gesamten theoretischen Bereich verteilt.
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Abbildung 95  Theoretisch mogliche Bandbreite von besten ITDs und gemessene beste ITDs

Die besten ITDs sind nicht gleichméBig {iber das gesamte mogliche Spektrum verteilt. a, Theoretisch
mégliche ITDs werden definiert iiber die Wellenlinge. Uberschreiten die ITDs die halbe Wellenléinge, so
wiederholt sich das Antwortmuster. b, Verteilung der besten ITDs als Funktion der BF. Die gestrichelte
blaue Linie gibt den Bereich der theoretisch moglichen besten ITDs an. Die gemessenen besten ITDs
sind nicht iiber den gesamten moglichen Bereich verteilt, sondern systematisch. Die besten ITDs steigen
mit abnehmender BF signifikant an (P = 0,0175).
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Abbildung 58 zeigt das Verhéltnis von charakteristischer Verzogerung (CD) und BF.
Hier ldsst sich ein leichter Trend hin zu lingeren CDs bei abnehmender BF feststellen,
was in etwa vergleichbar ist mit den Ergebnissen von McAlpine et al. im
Meerschweinchen ((McAlpine et al., 1996); vgl. Abbildung 13). Dort gibt es eine
zunehmende Abnahme von sehr langen CDs bei BFs unter 150 Hz hin zu CDs um 0 bei
hoheren Frequenzen. Grundsétzlich sollten bei ,peak-type’ Neuronen die Werte fiir die
CD mit der besten ITD {ibereinstimmen. Da es aber nicht in jedem Fall reine ,peaker’
gibt, konnen die beiden Werte voneinander abweichen. Die CD als Funktion der CP
verhdlt sich im DNLL der Wiistenrennmaus nicht &hnlich wie im IC des
Meerschweinchens (Abbildung 61 und Abbildung 15A in McAlpine et al., 1996). Mit
zunehmenden negativen CDs verlagert sich die CP vom ,peak’ der ITD-Funktionen
(CPs um 0) iiber die Flanke zum ,trough’ am Minimum der ITD-Funktion (CPs nahe
0,5). Grundsitzlich sind die Werte fiir die besten ITDs und die CDs nicht immer
miteinander vergleichbar. Die CD ist, ebenso wie die CP, ein rechnerisch ermittelter
Wert, der wohl nur dann genau ermittelt werden kann wenn die ITD-Sensitivitit einer
Zelle bei sehr vielen Frequenzen und sehr vielen Stimuluswiederholungen gemessen
wurde.

Da Ableitungen in der MSO wiederholt als sehr schwierig beschrieben wurden
(Goldberg and Brown, 1969; Guinan, Jr. et al., 1972; Caird and Klinke, 1983; Yin and
Chan, 1990; Spitzer and Semple, 1995), stellt die Messung von ITD-Sensitivitit im
DNLL eine geeignete Alternative dar, um Zellpopulationen miteinander zu vergleichen.
Die Einzelzellableitungen im DNLL zeigen in ihren prinzipiellen Eigenschaften starke
Ubereinstimmung mit ITD-Funktionen in der MSO. Dariiber hinaus ist eine intakte
MSO notwendig fiir Schalllokalisation im Azimut (Casseday and Neff, 1975).

Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die ITD-Empfindlichkeit im
DNLL von einer dritten Seite beeinflusst wird. Der DNLL erhélt beispielsweise einen
hemmenden Eingang vom contralateralen DNLL, dessen ITD-sensitive Zellen somit
die ITD-Empfindlichkeit beeinflussen konnten. Aufgrund der zeitlichen Verzégerung
dieses Eingangs (eine Synapse mehr) wiirde man erwarten, dass dieses Signal auf die
Ongoing-Komponente wirkt. Eine Analyse der besten IPD der Onset- und Ongoing-
Komponenten erbrachte aber keine Evidenz fiir einen Unterschied (Abbildung 62).
Einzig bei einer Erhdhung der Stimulusamplitude 40 dB iiber der Reizschwelle zeigte
sich bei einigen Zellen mit zunehmender Amplitude ein groBerer Unterschied zwischen

bester IPD der Onset- und Ongoingkomponente (Abbildung 70). Demnach kénnte es
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sein, dass manche Zellen einen hemmenden Eingang vom contralateralen DNLL

bekommen, andere aber nicht.

5.4 ERFAHRUNGSABHANGIGE ENTWICKLUNG DER ITD-

SENSITIVITAT

Einzelzellableitungen im DNLL zeigen, dass es eine Entwicklung der ITD-
Empfindlichkeit von einem Zeitpunkt kurz nach Horbeginn bis zum Erwachsenstadium
gibt. ITD-Funktionen in jungen Tieren kurz nach Hoérbeginn hatten beste ITDs um 0,
wohingegen in erwachsenen Tieren die mittlere beste ITD signifikant in den Bereich
der contralateral fiihrenden ITDs verschoben war. Durch diese Abstimmung lagen die
maximalen Steigungen der ITD-Funktionen beim adulten Tier nahe der Mittellinie.
DNLL-Neurone von Tieren, die in omnidirektionalem Rauschen aufgewachsen waren,
zeigten ITD-Funktionen mit maximalen Antworten, die um eine ITD von 0 verteilt
waren und sich darin nicht von den ITD-Funktionen von jungen Tieren unterschieden.
Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen weiter, dass die Entwicklung dieser adulten
ITD-Sensitivitdit von rdumlicher Horerfahrung in einer kritischen Periode nach
Horbeginn abhingig war. Wurden erwachsene Tiere dem omnidirektionalen Rauschen
fiir den gleichen Zeitraum ausgesetzt wie die jungen Tiere, so wurde deren ITD-
Sensitivitdt nicht anhaltend beeinflusst. Ein entscheidender Schritt in der Entwicklung
der ITD-Empfindlichkeit konnte also durch Aufwachsen in Rauschen verhindert
werden.

Interessanterweise waren die nicht abgestimmten ITD-Funktionen von jungen
Tieren und in weilem Rauschen aufgewachsenen Tieren im Durchschnitt nicht
unterschiedlich von den ITD-Funktionen, die an MSO-Neuronen der Wiistenrennmaus
bei Blockade von glyzinerger Transmission gemessen wurden (Brand et al., 2002).

Obwohl wir Auswirkungen des weiflen Rauschens auf die Entwicklung der
erregenden Eingédnge nicht ausschliefen konnen, liegt ein Zusammenhang mit der von
uns gezeigten rdumlichen Entwicklung der glyzinergen Synapsen an MSO-Zellen nahe
(Seidl, 1999; Kapfer et al., 2002). Vorausgesetzt, dass die im DNLL gemessene ITD-
Sensitivitét tatsdchlich, wovon wir ausgehen (s.0.), die der MSO widerspiegelt, kann
man annehmen, dass die Restriktion der inhibitorischen Eingénge einen funktionellen

Beitrag zur ITD-Verarbeitung leistet.
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Abbildung 96  Korrelation zwischen der Entwicklung glyzinerger Synapsen an der MSO und
der ITD-Empfindlichkeit

Das Diagramm zeigt die Entwicklungsstufen der Verteilung der glyzinergen Synapsen an einem
beispielhaften MSO-Neuron und der ITD-Funktionen. Die Verteilung der inhibitorischen Einginge
korrelieren mit dem Antwortverhalten der ITD-Funktionen. Sind sie auf das Soma beschriankt, werden
die ITD-Funktionen so abgestimmt, dass die maximalen Steigungen innerhalb des physiologischen
Bereiches liegen und eine optimale Basis fiir die Kodierung von ITDs darstellen. Hat die Eliminierung
der glyzinergen Synapsen auf den Dendriten noch nicht stattgefunden (junge Tiere) oder wurde sie durch
omnidirektionales weilles Rauschen unterdriickt (NRA Tiere), so ist die mittlere maximale Antwort der
ITD-Kurven nahe einer ITD von 0, und die maximalen Steigungen sind nicht konsistent auf den
physiologisch relevanten Bereich abgestimmt.

In einer kiirzlich erschienenen Studie wird die Entwicklung des inhibitorischen
Eingangs einer anderen auditorischen Hirnstammstruktur, der LSO, bei der Ratte
untersucht (siehe 2.2 und Abbildung 2) (Kim and Kandler, 2003). Hier werden die
inhibitorischen Axonterminalen auf einen bestimmten Frequenzbereich verfeinert. Kim
und Kandler zeigen, dass das Gros der Verfeinerung bereits vor P8 stattfindet, zu einem
Zeitpunkt da sensorische Aktivitit noch nicht vorhanden sein kann (Horbeginn bei
P12), und zu einem Zeitpunkt da der glyzinerge Eingang aufgrund einer hohen
intrazelluldren Cl'-Konzentration depolarisierend wirkt. Daher wird hier postuliert, dass

die Plastizitdt inhibitorischer Synapsen auf den Zeitrahmen beschrinkt ist, in dem sie
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depolariserend wirken. Aufgrund der Korrelation der ITD-Sensitivitit mit der
Verteilung der glyzinergen Synapsen an MSO-Neuronen, zeigt vorliegende Arbeit, dass
es sehr wohl Plastizitdt bei hyperpolarisierend wirkenden hemmenden Synapsen geben
kann.

Ein moégliches Prinzip, wie zeitlich préazise Inhibition an der MSO die Abstimmung
der ITD-Funktionen erzielen konnte, wurde von Grothe vorgeschlagen (Abbildung 97
Grothe, 2003). Ohne zeitlich genaue, phasengekoppelte Inhibition von beiden Seiten
wiirde das erregende Signal von beiden Seiten ohne interaurale Verzogerung an der
MSO eintreffen und bei einer ITD von 0 wiirde es zur Koinzidenz, also zur maximalen
Antwort kommen. Wenn die contralaterale Inhibition der contralateralen Erregung
vorauslduft, resultiert dies in einer verzogerten Gesamtantwort auf das Signal von
contralateral (Abbildung 97 oben). Das Signal von ipsilateral wiirde durch die
nachlaufende Hemmung zeitlich nicht verschoben, aber etwas verkiirzt, so dass das
Zeitfenster fiir die Koinzidenz kleiner wiirde (Abbildung 97 unten). Eine Koinzidenz
beider Signale liegt nur dann vor, wenn der Schall das contralaterale Ohr friither

erreicht. Die resultierende ITD-Funktion wird also zu positiven ITDs verschoben.

\
EPSP
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contra PE———
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ps-Bereich

Abbildung 97 Funktionsweise einer vorlaufenden contralateralen Inhibition

Ohne Inhibition wiirden die erregenden Eingédnge (EPSPs, rote Linie) von beiden Seiten ohne interaurale
Verzégerung an der MSO eintreffen und bei einer ITD von 0 koinzidieren, also die maximale Antwort
verursachen. Trifft die contralaterale Hemmung frither ein als das erregende Signal (IPSP, blaue Linie
oben) so resultiert daraus ein verzdgertes gesamtpostsynaptisches Potential (PSP, griine Linie oben).
Eine ipsilaterale Hemmung, die der Erregung der gleichen Seite nachfolgt, verkiirzt die Dauer des
Signals und limitiert so dessen zeitliche Wirkung. Damit beide postsynaptischen Potentiale zur Deckung
kommen, muss das Signal der contralateralen Seite vor dem der ipsilateralen Seite eintreffen. Rote Linie:
Koinzidenz ohne Hemmung. Blaue Linie: Koinzidenz mit Hemmung. Abbildung modifiziert nach
(Grothe, 2003).
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Diese Wirkungsweise der Inhibition setzt eine zeitlich prizise Ubertragung im
Mikrosekundenbereich voraus. Beide inhibitorischen Projektionen zur MSO zeigen
Merkmale fiir schnelle synaptische Transmission (sieche 2.2.1). Die Restriktion der
glyzinergen Eingidnge auf das Soma konnte also eine weitere Spezialisierung fiir
schnelle synaptische Signaltransduktion darstellen.

Das Modell, vereinfacht (ohne ipsilaterale Inhibition) verwirklicht von Torsten
Marquardt (Brand et al., 2002), demonstriert, dass mit einer phasengekoppelten
Inhibition vom MNTB, die der Erregung von contralateral vorauslduft, eine
Verschiebung der besten ITD hin zu contralateralen ITDs moglich ist. Das Modell
basiert auf sehr schneller Kinetik (t = 0,1 ms), bis dato unbekannt fiir inhibitorische
Synapsen. Vorlaufige Ergebnisse, gewonnen von Christoph Kapfer aus unserem Labor
durch  patch-clamp  Elektrophysiologie in vitro an MSO-Neuronen von
Wiistenrennmiusen, zeigen allerdings, dass Ubertragungszeiten von glyzinergen
Synapsen im Rahmen von 500 bis 600 ps prinzipiell moglich sind (Kapfer, 2003).
Ausfiihrliche Messungen an Ratten MSO-Neuronen zeigen zwar deutlich langsamere
glyzinerge Transmission (4 ms, Smith et al., 2000), die Ergebnisse aus der Ratte
konnen jedoch nicht ohne weiteres auf die Wiistenrennmaus {ibertragen werden. Die
Messungen an der MSO der Ratte wurden spatestens 14 Tage nach der Geburt, also erst
zwei Tage nach Horbeginn vorgenommen. Zu diesem Zeitpunkt ist die Entwicklung der
glyzinergen Transmission wohl noch nicht abgeschlossen (Sanes, 1993). Die
Verteilung der inhibitorischen Synapsen an MSO-Neuronen der Ratte ist, wie in dieser
Arbeit gezeigt, substantiell unterschiedlich zur adulten Wiistenrennmaus. AuBBerdem
sind ITDs fiir die Ratte nicht das primdre Merkmal zur tieffrequenten
Schalllokalisation, daher erfiillt hier die MSO nicht dieselben Aufgaben wie in der
Wiistenrennmaus und die glyzinerge Hemmung kann somit nicht flir die Abstimmung
der ITD-Empfindlichkeit im Mikrosekundenbereich verantwortlich sein.

Ein weiteres Indiz fiir die schnellen Ubertragungsgeschwindigkeiten zeigen die
elektronenmikroskopischen = Aufnahmen von inhibitorischen Synapsen. Die
Vergroferung von Abbildung 34 zeigt die dichte Anordnung von prédsynaptischen
Vesikeln einer glyzinergen Synapse. Die Aufgabe solcher Cluster konnte die rasche
Erneuerung von ausgeschiitteten Vesikeln sein, und damit ein Indiz fiir schnelle
synaptische Ubertragung.

Die zeitliche Genauigkeit der hemmenden Eingédnge scheint von grundlegender

Bedeutung fiir die ITD-Empfindlichkeit zu sein. Daher ist es moglich, dass die
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Restriktion der hemmenden Eingidnge auf das Soma nach Horbeginn auf einem
Mechanismus basiert, der Synapsen nach ihrer synaptischen Korrelation beurteilt und
gezielt eliminiert. Natiirliche Horaktivitdt, d.h. das Auftreten von natiirlichen ITDs,
wire flir diesen Mechanismus notwendig. Ein Modell von Christian Leibold zeigt, dass
eine selbstorganisierte Selektion von glyzinergen Synapsen aufgrund verschiedener
Zeitkonstanten moglich ist (Leibold and van Hemmen, 2003). Synapsen, die nicht
innerhalb eines Zeitfensters zur korrekten Verarbeitung von ITDs in der MSO
beitragen, werden eliminiert, solche, die innerhalb des Zeitfensters Transmission
zeigen, werden verstérkt.

Erfahrungsabhingige  Effekte = widhrend  der  Ontogenie  rdumlicher
Wahrnehmungsmechanismen sind bereits fiir Sduger und die Schleiereule beschrieben
worden. Der superiore Colliculus (SC) von Meerschweinchen bedarf sowohl visueller
als auch akustischer Information, um die auditorische Raumkarte korrekt auszubilden.
Wird eine der beiden Sinneseindriicke durch Dunkelaufzucht bzw. weifles Rauschen
wihrend einer kritischen Periode unterdriickt, so kann sich diese Karte nicht entwickeln
(Withington-Wray, 1990a; Withington-Wray, 1990b). Das Zusammenwirken von
visueller und akustischer Erfahrung ist also notwendig, um die akustische Raumkarte
im SC zu etablieren.

Extensive Studien iiber angeleitetes Lernen von Schalllokalisation sind in der
Schleiereule durchgefiihrt worden (Ubersichtsarbeit: Knudsen, 2002). Auf der Ebene
eines Teilbereiches des auditorischen Mittelhirns des Vogels, im externen Nukleus des
auditorischen Mittelhirns (engl. external nucleus of the inferior colliculus, ICX), wurde
gezeigt, dass sich die topographische Abbildung des akustischen Raumes an eine
verdnderte visuelle Abbildung anpasst. Die ITD-Empfindlichkeit wird verschoben und
so dem mit Prismen verschobenen visuellen Feld angepasst (Knudsen and Knudsen,
1990; Gold and Knudsen, 2000). Im Gegensatz zu unserer Studie findet die Plastizitét
bei der Schleiereule allerdings nicht auf der Ebene des eigentlichen ITD-Detektors statt.
Im ICX werden akustische und visuelle Information aufeinander abgestimmt, wobei der

visuelle Eingang als Referenz fiir die auditorische Information dient.
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Abbildung 98  Effekt der verschobenen visuellen rezeptiven Felder auf den Informationsfluss im
auditorischen Mittelhirn bei der Schleiereule

a, Signaliibertragungswege in der normalen Eule. Der zentrale Nukleus des inferioren Colliculus (ICC)
bekommt ITD-spezifische Eingidnge aus dem Stammhirn, der ersten Ebene der ITD-Detektion, in
frequenzspezifischen Kanédlen. Im externen nukleus des IC (ICX) werden die verschiedenen
Frequenzkandle nach ITD-Empfindlichkeit gebiindelt, und die entstehende Raumkarte wird an das
optische Tektum (OT) weitergegeben, wo sie mit der visuellen Karte in Deckung gebracht wird. b,
Verdnderte auditorische Raumkarte in einer mit Prismen vor den Augen aufgewachsenen Schleiereule.
Instruktive Projektionen aus dem OT stimmen die akustische Raumkarte bereits auf der Ebene des ICX
ab. Abbildung aus ‘Instructed learning in the auditory localization pathway of the barn owl’, E. Knudsen,
Nature, Volume 417, 16 Mai 2003, (Knudsen, 2002).

Aufgrund der in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnisse kann angenommen
werden, dass die Plastizitit der ITD-Sensitivitdt auf einer strukturellen Veranderung auf
der Ebene des ITD-Detektors selbst, der MSO, beruht. Dadurch wird die Verarbeitung
von ITDs direkt beeinflusst. Ein weiterer Unterschied zu der in dieser Arbeit
dargestellten Studie ist, dass die Plastizitdit der ITD-Empfindlichkeit in der
Schleiereule, dhnlich wie im SC des Meerschweinchens, durch visuelle Projektionen
aus dem optischen Tektum angeleitet wird. Bis dato ist jedoch kein visueller Eingang
zur MSO bekannt und daher ist anzunehmen, dass eine Mitwirkung visueller
Information bei der Entwicklung der ITD-Sensitivitit keine Rolle spielt. Die
Abstimmung der ITD-Empfindlichkeit im Laufe der Entwicklung ist also
selbstorganisiert.

Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass akustische Erfahrung in einem
bestimmten Zeitraum frith in der Entwicklung notwendig ist, um eine bestimmte
Sensitivitit fiir Orientierungmechanismen im Raum zu erlangen. Ob diese Erfahrung
notwendig ist, um diese Sensitivitdt aufrechtzuerhalten, ist nicht endgiiltig geklért.

Omnidirektionales Rauschen im Erwachsenenalter, zu einem Zeitpunkt da der
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Mechanismus zur Schalllokalisation bereits ausgebildet ist, fiihrt jedoch zu keiner
Riickkehr zum unreifen Stadium der ITD-Sensitivitit. Im visuellen Kortex (V1) ist
jedoch Aktivitit notwendig, um die normale Kartentopographie aufrechtzuerhalten
(Crair et al., 1998; Crowley and Katz, 2000). Interessanterweise scheint die korrekte
Entwicklung der Darstellung von Schnurrhaaren im somatosensorischen Kortex der
Ratte vergleichbar dem hier vorgestellten Prinzip abzulaufen. Die Ausbildung einer
normalen Abbildung in der Schicht 2/3 bedarf normaler Aktivitdt in einem bestimmten

Zeitraum und ist dann unempfindlich fiir Deprivation (Stern et al., 2001).

5.5 ADULTE PLASTIZITAT DER I TD-EMPFINDLICHKEIT

Ein Teil der Experimente wurde mit erwachsenen Tieren durchgefiihrt, die dem wei3en
Rauschen fiir den gleichen Zeitraum wie die jungen Tiere ausgesetzt waren. Die in
dieser Gruppe 11 bis 26 Tage nach Rauschexposition gewonnenen ITD-Funktionen
zeigten prinzipiell die gleichen Eigenschaften wie die der Kontrollgruppe, ihre mittlere
beste IPD war jedoch signifikant erhdht (Abbildung 88 und Abbildung 91). Vorlaufige
Ergebnisse von einem Tier, das erst 137 Tage nach dem 15tdgigen Aufenthalt in der
Noisebox auf seine ITD-Empfindlichkeit im DNLL untersucht wurde, scheinen darauf
hinzudeuten, dass sich nach einiger Zeit ohne permanente akustische Stimulation die
mittlere beste IPD wieder in Richtung der Kontrolltiere verdandert (Abbildung 93).

Eine Verschiebung hin zu groBeren IPDs ist nach dem Modell von Torsten
Marquardt alleine durch eine Verstdrkung der inhibitorischen Transmission mdglich
(Brand et al., 2002). Wird die glyzinerge Hemmung stérker, so kann das exzitatorische
Signal der contralateralen Seite noch weiter verzogert werden, wodurch es erst bei noch
hoheren ITDs zur Koinzidenz von beiden Eingéngen kommt (vgl. Abbildung 97).

Die Plastizitit der ITD-Sensitivitidt im Erwachsenenstadium konnte daher auf eine
Verstiarkung der glyzinergen Transmission zuriickzufiihren sein. In der Literatur finden
sich viele Belege dafiir, dass inhibitorische Transmission nach starker oder
ungewohnlicher Stimulation hochreguliert sein kann (Welker et al., 1989; Liang et al.,
1996; Sloviter et al., 1996). Die stindige Aktivierung der inhibitorischen Eingénge der
MSO durch das weille Rauschen konnte also dazu fiihren, dass sich zwar die Verteilung
der glyzinergen Synapsen nicht verdndert, die Effektivitit der vorhandenen Synapsen

jedoch reversibel gesteigert wird. Eigene vorldufige Ergebnisse deuten an, dass dieser
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Effekt nicht permanent ist (4.3.10). Ein laufendes Projekt in unserem Labor beschéftigt
sich momentan mit dieser Frage und die Ergebnisse deuten darauf hin dass eine
Mindesterholzeit von 14 Tagen ausreichend ist, um den Normalzustand wieder zu
erreichen (Kollmar, 2003).

Es wurde also eine Plastizitit der ITD-Empfindlichkeit im adulten Stadium
nachgewiesen. Diese Plastizitdt ist reversibel (Kollmar, 2003). Anhand eines bereits
verOffentlichten Modells ldsst sich diese Plastizitit mit der Hochregulierung von
inhibitorischer synaptischer Aktivitit erkliren. Ob jedoch tatséchlich verstarkte
glyzinerge Transmission auf Ebene der MSO fiir diesen Effekt verantwortlich ist, muss

weiter untersucht werden.

5.6 AUSWIRKUNGEN DER AMPLITUDE UND VON IIDS AUF DIE

ITD-EMPFINDLICHKEIT IM DNLL

Um eine eventuelle Abhédngigkeit der ITD-Sensitivitdt auf Amplitudenmodulationen
festzustellen, wurden ITDs bei verschiedenen Lautstirken gemessen. Die beste IPD von
zehn verschiedenen DNLL-Zellen blieb bei einer Amplitudendnderung relativ stabil
(Abbildung 63 und Tabelle 1). Es gibt bei den gemessenen ITD-Funktionen teilweise
eine Verschiebung hin zu groBeren oder kleineren besten IPDs. Diese Anderung ist
jedoch nicht systematisch und relativ gering. Die maximale Steigung der einzelnen
ITD-Funktion bleibt bei der Mehrzahl der Zellen bei einer Erhohung der
Stimulusamplitude innerhalb des physiologischen Bereiches (Abbildung 65).

Die Antwortraten einzelner Zellen zeigen jedoch teilweise starke Verdnderung mit
zunehmender Stimulusamplitude (Abbildung 66). Durch die zunehmende Lautstirke
konnte bei einigen Zellen eine inhibitorische Komponente stirker zum Tragen
kommen, so dass die Gesamtantwort dieser Zelle nicht weiter steigt. Welchen Ursprung
dieser Eingang haben konnte ist nicht geklért.

Die Feuerrate von Zellen des Nucleus Laminaris (NL), dem Analogon der MSO in
Vogeln, ist bemerkenswert unsensitiv auf Verdnderungen der Schallintensitédt (Pena et
al., 1996). In einer in vitro Studie wird eine ,gain-control’ Hypothese vorschlagen,
wobei der GABAerge Eingang die ITD-Sensitivitit im NL unabhéngig von der
Stimulusintensitit macht, indem er die Erregbarkeit der NL-Neurone anpasst. In einer

kiirzlich erschienen Veroffentlichung wurde systematische synaptische Unterdriickung
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fiir die Stimulusunempfindlichkeit verantwortlich gemacht (Cook et al., 2003).
Inwiefern derartige Mechanismen auch fiir die hier beobachteten Effekte verantwortlich
sind kann nicht gekldrt werden. Jedoch scheint es auch hier keinen spezifischen
Unterschied zwischen Onset- und Ongoingkomponente zu geben (Abbildung 70), d.h.
es gibt keinen Hinweis auf einen Einfluss der GABAergen Projektion vom
contralateralen DNLL.

Inhibitorische Komponente die das Antwortverhalten von DNLL-Neuronen
beeinflusst scheinen aber sehr wahrscheinlich. Das zeigen die nicht-monotonen
monauralen und binauralen Ratenintensititsfunktionen der einzelnen Zellen in
Abbildung 71. Die IID-Sensitivitit von ITD-sensitiven Zellen (Abbildung 72) sind ein
weiterer Beleg dafiir dass Inhibition bei verdnderten Stimulusamplituden
unterschiedlich wirkt. Die Frage hier ist, ob die jeweiligen inhibitorischen
Mechanismen in der MSO oder im DNLL wirken. Zur weiteren Klarung des Ortes und
der Funktion der hemmenden Mechanismen auf die ITD-Sensitivitdt im DNLL sind
weitere Versuche notig. Vor allem aber sollten bei verschiedenen Stimulusamplituden

gemessene ITD-Funktionen von MSO- und DNLL-Neuronen verglichen werden.

5.7 SCHLUSSFOLGERUNGEN

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Entwicklung der rdumlichen Verteilung der
glyzinergen Synapsen an MSO-Neuronen in der Wiistenrennmaus erfahrungsabhingig
ist. Im adulten Tier sind die inhibitorischen Eingéinge auf das Zellsoma beschrédnkt. In
Saugerarten, die ITDs nicht zur Schalllokalisation beniitzen, gibt es diese Entwicklung
nicht. Sowohl vor Horbeginn, also auch im adulten Tier sind die inhibitorischen
Eingénge zu MSO-Neuronen gleichméBig tiber Soma und Dendriten verteilt.

Die ITD-Sensitivitat im DNLL der Wiistenrennmaus ist der der MSO sehr dhnlich,
und ist somit aufgrund der groBBeren Erfolgsrate der Ableitungen besser geeignet um
groflere Populationen miteinander zu vergleichen. Messungen von ITD-Funktionen bei
Wiistenrennméusen zeigen, dass es eine Entwicklung der ITD-Sensitivitit nach
Horbeginn gibt. Diese Entwicklung ist, wie die normale Entwicklung der Verteilung
der glyzinergene Synapsen auf MSO-Zellen, abhidngig von rdumlicher akustischer

Erfahrung.
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Die Korrelation der anatomischen und physiologischen Ergebnisse legen nahe,
dass die rdumliche Segregation von inhibitorischen Eingdngen auf Zellebene notwendig

ist um die ITD-Sensitivitit korrekt auszubilden.

5.8 AUSBLICK

Die vorgelegten Ergebnisse weisen auf die essentielle Rolle der Horerfahrung in der
Entwicklung hin. Nun muss allerdings untersucht werden, ob die nicht abgestimmte
ITD-Sensitivitdt in den im Rauschen aufgewachsenen Wiistenrennmausen auch im
Verhaltensexperiment eine Verdnderung in der Schalllokalisation zeigen. In
Zusammenarbeit mit dem Labor von Georg Klump soll diese Frage geklirt werden.

Das von Grothe vorgeschlagene Modell zur Wirkungsweise der Inhibition in
Abbildung 97 (Grothe, 2003) kann mit extrazelluliren Ableitungen wie mit den hier
gezeigten Versuchen zur ITD-Sensitivitit im DNLL nicht bewiesen werden. Ein
moglicher Versuch mit dem das Konzept der vorlaufenden Inhibition direkt belegt
werden konnte, wiren in vivo Ableitungen an MSO-Neuronen mit der patch-clamp
Technik.

Die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse sind ein Beispiel dafiir, wie sich die
neuronale Darstellung von topographischen Signalen wihrend der Entwicklung
verandert. Tatsdchlich liegt aber schon zum frithesten von uns physiologisch
untersuchten Zeitpunkt eine bemerkenswert hohe strukturelle Ordnung in der MSO vor.
Isofrequente exzitatorische Eingdnge der AVCNs von beiden Seiten miissen ithren Weg
zu einer MSO-Zelle gefunden haben und so aufeinander abgestimmt sein, dass eine
ITD von etwa 0 zur Koinzidenz fiihrt. Zusétzlich dazu miissen auch noch die
hemmenden Eingidnge in bezug auf die Frequenz abgestimmt werden. Wie kommt es
bereits vor Horbeginn, also ohne den Einsatz jeglicher sensorischer Aktivitit zu diesem
hohen Organisationsgrad? Es konnte beispielsweise molekulare Mechanismen oder
Konzentrationsgradienten geben, die fiir den prizise organisierten Aufbau solcher hoch
funktioneller neuronaler Netzwerke verantwortlich sind. Die Bestimmung des genauen
Zeitpunkts einer ersten Etablierung eines solchen Netzwerks und die Ermittelung der

zugrunde liegenden Mechanismen bildet die Grundlage flir neue Experimente.
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7.1

AVCN
BF

CD
CN
Contra
CP
DAB
DAPI
DNLL

ICC
ICX
IID
IPD
Ipsi
ITD
LNTB
LSO
LTD
LTP
MAP2
MNTB
MSO
MSO
NL
NGS

PBS
SC

SOC
SPN

ANHANG

ABKURZUNGEN

Anteroventral cochlear nucleus
Bestfrequenz

Characteristic delay

Cochlear nucleus

Contralateral

Characteristic phase
Diaminobenzidine
4’6-diamidino-2-phenylindole-2HCI
Dorsaler nucleus des lateralen Lemniscus
Inferior colliculus

Inferior colliculus central

Inferior colliculus external
Interaural intensity differences
Interaural phase differences
Ipsilateral

Interaural time differences
Lateral nucleus of trapezoid body
Lateral superior olive

Long term depression

Long term potentiation
Microtubule associated protein 2
Medial nucleus of trapezoid body
Medial superior olive

Medial superior olive

Nucleus Laminaris

normal goat serum

Postnatal

Phosphate buffer solution
Superior Colliculus

Superior olivary complex

Superior paraolivary nucleus
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TDT Tucker Davis Technologies

VCN Ventral cochlear nucleus
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7.2 IMMUNOHISTOCHEMIEPROTOKOLLE

A MAP2/Glyzinrezeptor-Immunohistochemie

Perfusion

Schockgefrierung

Schneiden im Kryostat

Fixierung

Waschen

PapPen-Ringe

Zerstorung endogener Peroxidaseaktivitat

5 min mit ACSF-LAsung, inkl. Heparin,
Lidocain

Gehirn wird nach der kurzen Perfusion schnell
herausprapariert und sofort in auf Trockeneis
gekihltes Isopentan gelegt. Nach ca. 30 sek
wird das Gehirn mit dem Isopentan fur 5 min in
flissigen Stickstoff gestellt. Gefrorenes Gehirn
wird in Alufolie gewickelt und in —80°C

aufbewahrt.

Das gefrorene Gehirn wird mit etwas
TissueTek auf den Halteblock des Kryostats
festgefroren und anschlieBend mittels eines
Gefales (siehe Abbildung) vollstandig mit
gefrorenem TissueTek umschlossen. Es
wurden 25um Schnitte angefertigt und auf
gelatinierte Objekttrager aufgezogen. Die
Schnitte mussen vollstandig auf den
Objekttrager antrocknen und werden
anschlielen bis zur Farbung auf Trockeneis
gelagert.

Objekttrager mit Schnitten fir 8 min in 4%
Paraformaldehyd

5 mal 10 min in PBS 0,1M

Objektrager rund um Schnitte abtrocknen,
PapPen-Ring um Schnitte ziehen und Schnitt
sofort mit einem Tropfen PBS 0,1 M
anfeuchten.

Alle weitern Schritte erfolgen direkt auf dem
Objekttrager, Flissigkeitsmenge pro Schnitte
100ul. Waschen erfolgt in Klvetten.

10 min 10% Methanol, 3% H,0, in PBS
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Waschen

Permeablisierung der Membran und

Prainkubation 1

Permeablisierung der Membran und

Prainkubation 2

Inkubation 1. Antikorper

Waschen

Inkubation 2. Antikorper
Ab diesem Arbeitsschritt soweit wie maéglich in

Dunkelheit arbeiten!

Waschen

Eindecken

B SMRI 32/Glyzinrezeptor

Perfusion

Schockgefrierung

ANHANG

3 mal 10 min PBS
1 h 0,5% Triton x100+ 10% NGS in PBS

10 min 0,5% Triton x100 + 2% NGS in PBS

Mind. 12h in 4°C, 50 ul pro Schnitt
GlyR (Alexis) 1:100

MAP2 (Sigma) 1:100

in PBS mit 0,5% Triton x100+ 2% NGS

3 mal 10 min PBS

1 h bei Raumtemperatur, 50 pl pro Schnitt
goat anti-rabbit-Cy3 (Dianova) 1:300

goat anti-mouse Alexa488 (MolProbes) 1:200
in PBS mit 2% NGS

3 mal 10 min PBS

Ohne die Schnitte trocken werden zu lassen

mit GelMount eindecken.

5 min mit ACSF-Ldsung, inkl. Heparin,

Lidocain

Gehirn wird nach der kurzen Perfusion schnell
herausprapariert und sofort in auf Trockeneis
gekihltes Isopentan gelegt. Nach ca. 30 sek
wird das Gehirn mit dem Isopentan fiir 5 min in
flissigen Stickstoff gestellt. Gefrorenes Gehirn
wird in Alufolie gewickelt und in —80°C

aufbewahrt.
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Schneiden am Kryostat

Fixierung

Waschen

PapPen-Ringe

Zerstorung endogener Peroxidaseaktivitat
Waschen

Permeablisierung der Membran und

Prainkubation 1

Permeablisierung der Membran und
Prainkubation 2

Inkubation 1. Antikorper

Waschen

Inkubation 2. Antikérper
Ab diesem Arbeitsschritt soweit wie maéglich in
Dunkelheit arbeiten!

Waschen

ANHANG

Das gefrorene Gehirn wir mit etwas TissueTek
auf den Halteblock des Kryostats festgefroren
und anschlieRend mittels eines Gefalies (siehe
Abbildung) vollstandig mit gefrorenem
TissueTek umschlossen. Es wurden 25um
Schnitte angefertigt und auf gelatinierte
Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte missen
vollstandig auf den Objekttrager antrocknen
und werden anschlielen bis zur Farbung auf

Trockeneis gelagert.

Objekttrager mit Schnitten fir 8 min in 4%
Paraformaldehyd

5 mal 10 min in TBS 0,1M

Objektrager rund um Schnitte abtrocknen,
PapPen-Ring um Schnitte ziehen und Schnitt
sofort mit einem Tropfen TBS 0,1 M
anfeuchten.

Alle weitern Schritte erfolgen direkt auf dem
Objekttrager, Flissigkeitsmenge pro Schnitte
100pl. Waschen erfolgt in Kiivetten.

10 min 10% Methanol, 3% H,0, in PBS
3 mal 10 min PBS

1 h 0,5% Triton x100+ 10% NGS in TBS

10 min 0,5% Triton x100 + 2% NGS in TBS

Mind. 12h in 4°C, 50 ul pro Schnitt
GlyR (Alexis) 1:100

MAP2 (Sigma) 1:100

in TBS mit 0,5% Triton x100+ 2% NGS

3 mal 10 min PBS

1 h bei Raumtemperatur, 50 pl pro Schnitt
goat anti-rabbit-Cy3 (Dianova) 1:300

goat anti-mouse Alexa488 (Molecular Probes)
1:200

in TBS mit 2% NGS

3 mal 10 min TBS
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Eindecken

ANHANG

Ohne die Schnitte trocken werden zu lassen
mit GelMount eindecken.

C Synaptophysin/Gephyrin-Immunohistochemie

Perfusion

Nachfixierung

Kryoprotektion

Schneiden

Vorbereiten der Schnitte

Waschen

Zerstérung endogener Peroxidaseaktivitat

Triton Inkubation und Prainkubation

Inkubation 1. Antikorper

Waschen

Inkubation 2. Antikorper

Waschen

Eindecken

D MAP2/Dapi-Féarbung

Perfusion

5 min ACSF mit Lidocain und Heparin
45 min 4% PFA in PBS pH 7,4

5h, max UN in 4% PFA

2h 10% Sacharose (in PBS), 20% Sacharose
bis Absinken, 30% Sacharose bis Absinken

25 um Schnitte am Gefriermikrotom. Schnitte

werden freischwimmend in PBS aufgefangen

Schnitte werden auf gelatinierte Objekttrager
aufgezogen und angetrocknet. PapPen Ring

um Schnitte.

3 mal 10 min in PBS

10 min 10% Methanol + 3% H,O, PBS

1 h 0,1% Triton x100 + 10% NGS in PBS

Mind. 12 h bei 4°C, Gephyrin 1:500,
Synaptophysin 1:500 in PBS plus 0,1% Triton
x100 + 2% NGS

3 mal 10 min PBS

1 h bei Raumtemperatur, goat anti-mouse
Alexa 488 (Molecular Probes) 1:300, goat anti-
rabbit Cy3 (Dianova) 1:600 in PBS mit 2%
NGS

3 mal 10 min PBS

Ohne die Schnitte trocken werden zu lassen

mit GelMount eindecken.

5 min ACSF mit Lidocain und Heparin
45 min 4% PFA in PBS pH 7,4
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Nachfixierung

Kryoprotektion

Schneiden

Vorbereiten der Schnitte

Permeablisierung der Membran und

Prainkubation 1

Inkubation 1. Antikorper

Waschen

Inkubation 2. Antikorper
Ab diesem Arbeitsschritt soweit wie maoglich in

Dunkelheit arbeiten!

Dapi-Farbung
Waschen

Eindecken

7.2.1

DAB-IMMUNOHISTOCHEMIE

ANHANG

5h, max UN in 4% PFA

2h 10% Sacharose (in PBS)
20% Sacharose bis Absinken

30% Sacharose bis Absinken

25 um Schnitte am Gefriermikrotom. Schnitte

werden freischwimmend in PBS aufgefangen

Schnitte werden auf gelatinierte Objekttrager
aufgezogen und angetrocknet. Objektrager
rund um Schnitte abtrocknen, PapPen-Ring
um Schnitte ziehen und Schnitt sofort mit
einem Tropfen PBS 0,1 M anfeuchten.

Alle weitern Schritte erfolgen direkt auf dem
Objekttrager, Flissigkeitsmenge pro Schnitte
100ul. Waschen erfolgt in Klvetten.

1 h 0,5% Triton x100+ 10% NGS in PBS

Mind. 12h bei 4°C, 50 ul pro Schnitt
MAP2 (Sigma) 1:100
in PBS mit 0,5% Triton x100+ 1% NGS

3 mal 10 min PBS

1 h bei Raumtemperatur, 50 pl pro Schnitt
goat anti-mouse-Cy3 (Dianova) 1:500

in PBS mit 0,5% Triton
10 min Dapi 1:100 in PBS
3 mal 10 min in PBS

Ohne die Schnitte trocken werden zu lassen
mit GelMount eindecken.

Fiir die Quantifizierung der Verteilung von inhibitorischen Markern auf Ratten

MSO-neuronen und der -elektronenmikroskopischen Untersuchungen von MSO-

neuronen von Wiistenrennméusen wurde eine DAB-Immunoreaktion verwendet. Die

Aufnahme dieser Farbungen erfolgte unter einem normalen Lichtmikroskop
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Perfusion

Postfixierung

Schneiden

Waschen

Zerstorung der endogenen Peroxidase

Reduktion der Hintergrundfarbung

Waschen

Prainkubation
Inkubation 1. Antikérper
Waschen

Inkubation 2. Antikorper

Waschen

Inkubation 3. Antikorper

Waschen
DAB-Reaktion 1

DAB Reaktion 2

ANHANG

5 min mit ACSF-LAsung, inkl. Heparin,
Lidocain

anschliessend 45 min mit 4% Paraformaldehyd
mit 0,4% Glutaraldehyd (25%ig), pH 7,4

Uber Nacht in Fixativ, mindestens aber 5h,
danach in Phosphatpuffer 0,1 M

Vibratom Campden Instruments LTD mit
Eigenanbau von Zeiss Binokular

Einbetten von Gehirn in Agar
Schnittdicke 100 ym

Auffangen in Phosphatpuffer 0,1M
3 mal 10 min PBS

10 min 10% Methanol + 3% H,O, in PBS 0,1
M

30 min 22 mg Na-Borohydrid in 12 ml PBS 0,1
M

4 mal 10 min PBS

60 min 10% NGS in PBS

12-20 h Gephyrin 1:100 in PBS mit 10% NGS
3 mal 10 min PBS

3 h goat-anti-mouse Biotin 1:200 in PBS mit
2% NGS

3 mal 10 min PBS

1 h tert. Antikérper ABC-Komplex 1:100
(Mischungsverhaltnis Lsg. A : Lsg. B = 1:1) in
AP2 (Lésung 30 min vor Gebrauch ansetzen

um die Bildung des ABC-Komplexes zu

ermaglichen)
3 mal 10 min Tris Puffer 0,05 M
10 min 0,05% DAB in 0,1 M PB

Ca. 9 min 0,05% DAB + 0,01% H,0, in 0,1 M
PB

(Reaktionszeit in zweiter Farbung richtet sich
nach dem Fortschreiten der Reaktion. Sobald
die Schnitte eine mittelbraune Farbung zeigen,

wird die Reaktion abgebrochen.)
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Waschen

Nachfixierung fir EM

7.2.2 GEPHYRIN-DAB (RATTE)

Perfusion

Postfixierung

Schneiden

Waschen

Zerstorung der endogenen Peroxidase

Reduktion der Hintergrundfarbung

Waschen
Prainkubation

Inkubation 1. Antikérper

Waschen

Inkubation 2. Antikérper

Waschen

Inkubation 3. Antikérper

ANHANG

3 mal 10 min PBS 0,1 M

6 Tage bei 4°C in 4% Glutaraldehyd (Bouoins
Medium)

1hin 1% Osmium

Einbetten in Araldit

Schneiden Ultracut (LKB)

Mikroskopieren Zeiss EM 10

5 min mit ACSF-LAsung, inkl. Heparin,
Lidocain

anschliessend 45 min mit 4% Paraformaldehyd
mit 0,4% Glutaraldehyd (25%ig), pH 7,4

Uber Nacht in Fixativ, mindestens aber 5h,
danach in Phosphatpuffer 0,1 M

Vibratom Campden Instruments LTD mit

Eigenanbau von Zeiss Binokular

Einbetten von Gehirn in Agar
Schnittdicke 100 um

Auffangen in Phosphatpuffer 0,1M
3 mal 10 min PBS

10 min 10% Methanol + 3% H,O, in PBS 0,1
M

30 min 22 mg Na-Borohydrid in 12 ml PBS 0,1
M

4 mal 10 min PBS
60 min 10% NGS in PBS + 0,1% Triton

12-20 h Gephyrin 1:100 in PBS mit 10% NGS
und 0,1 Triton

3 mal 10 min PBS

3 h goat-anti-mouse Biotin 1:200 in PBS mit
2% NGS

3 mal 10 min PBS

1 h tert. Antikérper ABC-Komplex 1:100
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Waschen
DAB-Reaktion 1

DAB Reaktion 2

Waschen

Entwassern der Schnitte

Eindecken der Schnitte

ANHANG

(Mischungsverhaltnis Lsg. A : Lsg. B =1:1) in
AP2 (Losung 30 min vor Gebrauch ansetzen
um die Bildung des ABC-Komplexes zu

ermaglichen)

3 mal 10 min Tris Puffer 0,05 M

10 min 0,05% DAB in 0,1 M PB

Ca. 9 min 0,05% DAB + 0,01% H,0, in 0,1 M
PB

(Reaktionszeit in zweiter Farbung richtet sich
nach dem Fortschreiten der Reaktion. Sobald
die Schnitte eine mittelbraune Farbung zeigen,

wird die Reaktion abgebrochen.)
3 mal 10 min PBS 0,1 M

Je 3 min in 2x70% Ethanol, 2x96% Ethanol,
2x100% Isopropanol, 3x Xylol

Direkt nach der letzten Xylolstufe (Schnitte
nicht abtrocknen lassen) werden die
Objekttrager mit einem Deckglas und
GelMount abgedeckt.
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