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Editorial

Mehr als nur ein neuer Look

DOI 10.1515/nf-2016-1111

Sie halten die neueste Ausgabe des Neuroforums in Ihren
Héanden. Beginnend mit der ersten Ausgabe im Jahr 2017
hat sich beim Neuroforum vieles gedndert, und einiges ist
neu. Nach 21 Jahren beim Springer Spektrum Verlag hat
sich der Vorstand der Neurowissenschaftlichen Gesell-
schaft im vergangenen Jahr entschlossen, den Verlag zu
wechseln. Zukiinftig wird nicht nur die deutsche Druck-
version des Neuroforums, sondern auch die deutsche und
die englische online-Fassung, das e-Neuroforum, iiber den
De Gruyter Verlag vertffentlicht und vertrieben. Der inter-
nationale De Gruyter Verlag besteht seit iiber 260 Jahren,
hat seinen Hauptsitz in Berlin und ver6ffentlicht jahrlich
iiber 1.300 neue Buchtitel und mehr als 750 Zeitschriften.
Wir erhoffen uns vom Wechsel zu De Gruyter eine professi-
onellere Unterstiitzung beim Produktionsprozess und bei
der Herausgabe unserer Zeitschrift.

Ubersichtsartikel werden weiterhin den Kern eines je-
den Neuroforum-Heftes darstellen, wobei fortan fiinf statt
bisher durchschnittlich drei Artikel pro Ausgabe publi-
ziert werden. Neu ist, dass alle Beitrdge iiber ScholarOne
eingereicht und auch begutachtet werden. Auf der Neuro-
forum-Website von De Gruyter kdnnen interessierte Leser
Email alerts und Electronic table of contents anfordern, um
so iiber neu publizierte Artikel aktuell informiert zu sein.
Begleitmaterialien zu den Ubersichtsartikeln, wie Videos
und Bilder mit hoher Auflésung, konnen kostenfrei iiber
die Neuroforum-Website verdffentlicht werden. Dort wer-
den in Kiirze auch alle Ausgaben von Neuroforum, begin-
nend im Jahr 1995, als PDF zur Verfiigung stehen.

In den nichsten Jahren kénnen ausgewihlte Uber-
sichtsartikel kostenfrei im Open access publiziert werden.
Wir erhoffen uns von diesen Erneureungen eine bessere
nationale und internationale Sichtbarkeit. Das wird si-
cherlich auch zu einer erhdhten Zitation von im Neurofo-
rum und e-Neuroforum publizierten Artikeln fiihren.

Wir hoffen, dass Thnen das neue Neuroforum gefallt
und dass Sie den vom NWG-Vorstand eingeschlagenen
Weg unterstiitzen. In diesem Sinne freuen wir uns auch
zukiinftig liber Vorschlage fiir interessante und spannen-
de Ubersichtsartikel aus den Neurowissenschaften.

Mit freundlichen Griif3en

Heiko J. Luhmann
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Ubersichtsartikel

Joachim W. Deitmer*, Shefeeq M. Theparambil, Ivan Ruminot und Holger M. Becker

Unser hungriges Gehirn: Welche Rolle spielen
Gliazellen bei der Energieversorgung?

DOI 10.1515/nf-2016-1102

Zusammenfassung: Unser Gehirn, das etwa 2% unseres
Korpergewichts ausmacht, beansprucht bis zu 20 % un-
seres Energiebedarfs. Die Versorgung aller Gehirnzellen,
die besonders beim Menschen sehr dicht gepackt sind, mit
ausreichend Energiesubstraten ist eine grof3e logistische
Herausforderung. Das wichtigste Energiesubstrat fiir un-
ser Gehirn ist Glukose, die tiber den Blutkreislauf ins Ge-
hirn gelangt. Glukose wird dabei nicht nur direkt von den
Nervenzellen genutzt, sondern vor allem auch von Gliazel-
len aufgenommen, die es dann zum erheblichen Teil als
Energiereserve in Form von Glykogen speichern oder als
Milchsiuresalz (Laktat) an die Nervenzellen weitergeben
konnen. Laktat seinerseits kann dann in Nervenzellen in
Pyruvat umgewandelt und mithilfe von Sauerstoff effizi-
ent fiir die Bildung von chemischer Energie in Form von
ATP genutzt werden. Das metabolische Zwischenprodukt
Laktat spielt somit eine wichtige Rolle als energiereiches
Substrat, das zwischen den Zellen sowohl unter aero-
ben wie anaeroben Bedingungen ausgetauscht wird. Der
Transport von Laktat iiber die Zellmembran geschieht im
Kotransport mit Protonen (H*), welche ihrerseits entschei-
dende Regulatoren verschiedener Stoffwechselprozesse
und Membrantransporter sind. Die Laktat-Carrier bilden
zudem ein funktionelles Netzwerk mit Carboanhydrasen,
Enzymen, die nicht nur das Gleichgewicht zwischen Koh-
lendioxid, Hydrogenkarbonat (“Bikarbonat”) und Proto-
nen beschleunigen, sondern auch den Laktattransport
begiinstigen. In diesem Artikel legen wir ein besonderes
Augenmerk auf physiologische Prozesse des Energiestoff-
wechsels in Gliazellen sowie den Transfer energiereicher
Substrate an Nervenzellen, Ablaufe, die wiederum durch

*Korrespondenzautor: Dr. Joachim W. Deitmer, Fachbereich Biolo-
gie, TU Kaiserslautern, Postfach 3049, 67653 Kaiserslautern, E-Mail:
deitmer@bio.uni-kl.de, Tel.: +49 631 2052877

Dr. Shefeeq M. Theparambil, Fachbereich Biologie, TU Kaiserslau-
tern, Postfach 3049, 67653 Kaiserslautern

Dr. Ivan Ruminot, Fachbereich Biologie, TU Kaiserslautern, Postfach
3049, 67653 Kaiserslautern

Dr. Holger M. Becker, Fachbereich Biologie, TU Kaiserslautern,
Postfach 3049, 67653 Kaiserslautern

den pH-Wert und seine Regulation in Gliazellen wesent-
lich beeinflusst werden.

Schliisselworter: Zucker; Laktat; pH; Membrantransport;
Carboanhydrasen

Einleitung

Das Gehirn eines erwachsenen Menschen macht etwa 2 %
seines Korpergewichts aus (ca. 1400 g), verbraucht aber
bis zu 20 % der gesamten Energie, die unser Korper be-
notigt. Nur durch ausreichend hochwertige, d. h. protein-
und zuckerhaltige Nahrungsaufnahme, konnte sich unser
Gehirn im Laufe unserer Evolution zu einem Hochleis-
tungsorgan entwickeln. Die Funktionen unseres Gehirns
hingen ganz unmittelbar von der ausreichenden Zufuhr
von Sauerstoff und energiereichen N&dhrstoffen ab. Die
Lieferung dieser Stoffe erfolgt iiber das Blutgefaf3system,
das einerseits das Gehirn mit ausreichend Blut versorgen
und andererseits die Nahrstoffe im Gehirn in alle Bereiche
verteilen muss. Unser Kreislaufsystem im Gehirn besteht
aus ca. 600 km Gefdfle und macht fast ein Drittel des Ge-
hirnvolumens aus. Dennoch erreichen die Blutkapillaren
bei Weitem nicht alle Zellen des Gehirns, von denen es
hundert Milliarden Nervenzellen (Neurone) und mindes-
tens ebenso viele Gliazellen in unserem Gehirn gibt. Jede
dieser Zellen muss mit geniigend Energie versorgt werden,
damit sie ihre Funktionen ohne Beeintrdchtigung aus-
iiben kann. Das ist eine ungeheure logistische Aufgabe,
die ein komplexes Netzwerk von Verteilung und Nutzung
energiereicher Substrate benotigt. Diese Aufgabe geht
von der Regulation des zerebralen Blutflusses bis hin zur
effizienten Verarbeitung der Substrate durch jede einzel-
ne Zelle und deren anatomischen Spezialisierungen wie
Synapsen und Nervenfasern. Wie bewaltigt unser Gehirn
diese enorme Aufgabe?
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Liegt das Geheimnis des
Energiehaushaltes in einer
Aufgabenteilung?

Unter den Gehirnzellen unterscheidet man Nervenzellen
und Gliazellen, von denen es jeweils wiederum verschie-
denen Typen und zahlreiche unterschiedliche “Aufgaben-
trager” gibt. Neurone verbrauchen dabei deutlich mehr
Energie als Gliazellen, weil die Funktion der Synapsen, die
chemisch-elektrischen Verbindungsstellen zwischen den
Neuronen, sehr viel Energieverbrauch nach sich ziehen.
Auch fiir die Fortleitung der elektrischen Impulse entlang
der Nervenfasern wird viel Energie aufgewendet, nicht so
sehr, weil ein Impuls viel Energie benétigt, sondern wegen
der sehr grofien Anzahl von Impulsen, mit denen gleich-
zeitig in unserem Gehirn Informationen von einem Teil in
andere Bereiche des Gehirns geschickt werden. In beiden
Fallen, an Synapsen und an Nervenfasern, flielen kleine
Strome, die von Ionen getragen werden und entlang ihres
elektrochemischen Gradienten flieen. Zuséatzlich wird
besonders der Natriumgradient iiber die Zellmembran

J. W. Deitmer et al.: Unser hungriges Gehirn =—— 3

energetisch genutzt, um die Ubertrégerstoffe (Neurotrans-
mitter), die fiir die Ubermittlung der Information an Syn-
apsen zwischen den Neuronen freigesetzt werden, wieder
in Zellen aufzunehmen. Um die Ionengradienten aufrecht
zu erhalten, miissen die Ionen, vor allem Natrium, Kalium,
Wasserstoff, Kalzium, Chlorid und Hydrogenkarbonat (Bi-
karbonat) gegen ihre Gradienten transportiert werden, um
den urspriinglichen Zustand wiederherzustellen (“ionale
Homdostase”). Es ist dieser Transport von Ionen gegen
ihre Gradienten, der im Gehirn — und ebenso in vielen an-
deren Organen — die meiste Energie kostet. Letztlich sind
es die ATP-spaltenden Transportenzyme, allen voran die
,Natrium-Kalium-Pumpe* (oder ,Na-K-ATPase‘, hier abge-
kiirzt Na-K-Pumpe) und die Kalziumpumpe (oder ,Ca-ATP-
ase‘), die einen Grof3teil der in ATP gespeicherten Energie
verbrauchen. Die Na-K-Pumpe in der Zellmembran schafft
in einem komplexen Zyklus unter Spaltung von ATP ent-
gegen den elektrochemischen Gradienten Natrium-Ionen
aus der Zelle heraus und Kalium-Ionen in die Zelle hinein
(im Verhiltnis 3 Natrium-Ionen zu 2 Kalium-Ionen). Kalzi-
um hingegen wird sowohl aus der Zelle hinaus als auch in
intrazelluldren Speicher (Endoplasmatisches Retikulum,

F-S5-T° ._
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Mitochondrien) gegen steile Gradienten gepumpt, oft im
Austausch mit Protonen (Deitmer und Rose, 2010).

Gliazellen helfen den Neuronen dabei, die ionale Ho-
mostase aufrecht zu erhalten, Neurotransmitter aus dem
synaptischen Spalt aufzunehmen und vermutlich auch in
einzigartiger Weise, Neurone mit energiereichen Substra-
ten zu versorgen. Dass Gliazellen Neurone “erndhrend”
unterstiitzen, hatte schon Camillo Golgi (Pavia, Italien)
Ende des 19. Jahrhunderts aufgrund histologischer Be-
funde vermutet (Golgi, 1882-1883). Mit einigen Aspekten
dieses metabolischen Zusammenspiels von Nerven- und
Gliazellen wollen wir uns in diesem Artikel etwas einge-
hender befassen.

DE GRUYTER

Zucker und Milchsaure sind wichtige
Energiesubstrate im Gehirn

Die systemische Blutzufuhr liefert die wichtigsten Ener-
giesubstrate ins Gehirn: Glukose und Sauerstoff. Mithilfe
des Sauerstoffs kann die Glukose effizient in Energie in
Form von ATP umgesetzt werden (“oxidative Phosphory-
lierung”). Glukose wird iiber Glukosetransporter (GLUT)
in den Blutendothelzellen, vom Blut ins Gehirngewebe
transportiert. Da diese GLUTs lediglich den Transport ent-
lang des chemischen Gradienten von Glukose begiinstigen
(“faszilitierender Transport”), liegt die Glukosekonzent-
ration im Gehirngewebe nie hoher vor als im Blut, wo es

Glykogen
e Glykogen- Laktat- Laktat
Synthace produktion ,
_ LD/ NaD
' NAUADH NADH
Glukose —— Glukose-6-P =——=———=— = Pyruvat
PFK ADE ATP Citratzyklus und
T Atmungskefte
NADH -

}L{ rca BCO:
A
2=

ADP  ATP

NAD"

Abb. 1: Glukosestoffwechsel. Die Glykolyse bildet das Riickgrat des Kohlenhydratstoffwechsels samtlicher eukaryotischer Lebewesen.
Zusammen mit ihrem anabolen Zweig, dem Pentosephosphatweg, erfiillt sie drei essenzielle Funktionen: (1) Die Versorgung der Mitochond-
rien mit Treibstoff in Form von Pyruvat, (2) die Produktion von Bausteinen fiir die Biosynthese und (3) die Herstellung von Reduktionsmitteln
fiir Biosynthese und Antioxidanzien. Den ersten Schritt der Glykolyse bildet die Phosphorylierung der Glukose zu Glukose-6-phosphat durch
das Enzym Hexokinase (HEX). Durch diese irreversible Reaktion wird zum einen Glukose in der Zelle “gefangen” und angereichert; zum
anderen dient Glukose-6-phosphat als Ausgangspunkt fiir verschiedene metabolische Pfade: (1) Im Rahmen der Glykogensynthese kann
Glukose-6-phosphat zu Glykogen (“tierischer Starke”) umgewandelt und gespeichert werden. Diese, durch das Enzym Glykogensynthase
(GS) katalysierte Reaktion findet im Gehirn nahezu ausschlielich in Astrozyten statt. Bei Bedarf kann das Glykogen mittels des Enzyms
Glykogenphosphorylase (GP) wieder mobilisiert und verstoffwechselt werden. (2) Uber den Pentosephosphatweg dient Glukose-6-phosphat
zur Produktion von Bausteinen fiir die Biosynthese und zur Regeneration des Reduktionsmittels Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
(NADPH). Die Einspeisung von Glukose-6-phosphat in den Pentosephosphatweg wird durch das Enzym Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase
(G6PD) kontrolliert. (3) In der Glykolyse wird Glukose-6-phosphat unter Gewinnung von Adenosintriphosphat (ATP) und der Umwandlung der
oxidierten Form von Nicotinamidadenindinukleotid (NAD*) in dessen reduzierte Form (NADH) zu Pyruvat verstoffwechselt. Kontrolliert wird
die Glykolyse von drei irreversiblen Reaktionen, welche durch die Enzyme Hexokinase (HEX), Phosphofructokinase (PFK) und Pyruvatkinase
(PK) katalysiert werden. Innerhalb der Zelle wird die katalytische Aktivitdt der PFK durch eine Erhhung der Protonenkonzentration
(Ansduerung) inhibiert, wodurch sich eine direkte Kontrolle der Glykolyse durch den intrazelluldaren pH-Wert ergibt. Das aus der Glykolyse
entstandene Pyruvat kann nun in die Mitochondrien transportiert und dort in Citratzyklus (TCA) und anschlieBender oxidativer Phosphory-
lierung in der Atmungskette weiter metabolisiert werden. Alternativ kann Pyruvat, katalysiert durch das Enzym Laktatdehydrogenase (LDH),
reversibel in Laktat umgewandelt werden, wobei das in der Glykolyse verbrauchte NAD* regeneriert wird. Die Regulation der einzelnen
Schiisselenzyme und damit der verschiedenen Stoffwechselwege hdngt vom Zelltyp ab. So scheint in Astrozyten die Produktion von
Glykogen und Laktat vorzuherrschen, wahrend in Neuronen die aufgenommene Glukose vor allem im Pentosephosphatweg verstoffwechselt
wird, und die Energiegewinnung liber die “Verbrennung” von Laktat erfolgt.
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auf ca. 5 mM reguliert wird. Tatsdchlich liegt Glukose im
Gehirngewebe aber viel niedriger vor, meist nur zwischen
1-2 mM, da es iiber weitere GLUTSs in der Zellmembran von
Nerven- und Gliazellen rasch in die Zellen aufgenommen
wird. Einmal aufgenommen, wird Glukose sofort phos-
phoryliert (zu Glukose-6-phosphat), sodass stindig ein
Gradient von Glukose einerseits von Blut zu Gehirngewe-
be und zum anderen ins Innere der Zellen vorliegt. Dies
stellt eine permanente Aufnahme von Glukose ins Gehirn
und in die Zellen sicher. Astrozyten, die mit ihren Endfiif3-
chen (Zellfortsitze, die sich auf den Blutgefifien “breit”
machen) iber 99 % der Blutkapillaren bedecken, scheinen
dadurch den direktesten Zugang zu der von Blutgefafien
angelieferten Glukose zu haben und nehmen Glukose iiber
den GLUT1 auf. Neurone nehmen Glukose mittels GLUT3
aus dem Gehirngewebe auf. Nach ihrer Phosphorylierung
kann Glukose in den Zellen dann unmittelbar in die Glyko-
lyse (Spaltung der Glukose) eingespeist werden (Abb. 1). In
Astrozyten, und moglicherweise auch in einigen wenigen
Neuronen, kann Glukose dazu genutzt werden, Energie-
speicher in Form von Glykogen anzulegen. Glykogen ist ein
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grof3es Molekiil, in dem Tausende von Glukosemolekiilen
verkettet sind. Kommt es zu einem Zuckermangel im Ge-
hirn, so kann das Glykogen wieder zu Glukose-6-phosphat
abgebaut und in die Glykolyse eingespeist werden.

In der Glykolyse finden enzymatische Prozesse statt,
die dufBerst pH-abhédngig sind und durch H* unmittelbar re-
guliert werden, so wie vor allem die Phosphofruktokinase
(PFK, Abb. 1). Endprodukt der Glykolyse ist das Pyruvat, ein
Molekiil mit 3 C-Atomen; d. h. aus einem Glukosemolekiil
entstehen durch die Glykolyse 2 Pyruvat-Molekiile. Pyruvat
wird einerseits in die Mitochondrien aufgenommen und
dort in weiteren enzymatischen Schritten der oxidativen
Phosphorylierung zuganglich gemacht, die mit Sauerstoff
den Grof3teil des energiereichen ATPs herstellt. Wahrend in
der Glykolyse netto 2 ATP-Molekiile erzeugt werden, sind es
in der oxidativen Phosphorylierung deren 34.

Pyruvat kann aber auch, statt in die Mitochondrien
transportiert zu werden, im Cytosol in eine ganz dhnliche
Substanz umgewandelt werden, namlich in Laktat, dem
Anion der Milchsaure. Laktat ist ebenfalls ein Molekiil mit
drei C-Atomen und aus ihm kdnnen, dhnlich wie aus Py-
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ruvat, 16-17 ATP-Molekiile produziert werden (das wéren
pro Glukosemolekiil dann bis zu 34 ATP-Molekiile). Die
Umwandlung von Pyruvat in Laktat geschieht in einem
einzigen, reversiblen, enzymatischen Schritt mithilfe der
Laktatdehydrogenase (LDH). Dieses Enzym hat mehrere
Isoformen, die u.a. dariiber entscheiden, ob Pyruvat in
Laktat oder Laktat in Pyruvat umgewandelt wird. Dies ist
ein wichtiges Kriterium, um zu erklaren, ob und warum
manche Zellen Laktat auch unter aeroben Bedingungen
anhdufen und an benachbarte Zellen abgeben konnen.
Dieser Transfer von Laktat von einer Zelle zur anderen
scheint im Gehirn, aber nicht nur dort, eine wichtige Rolle
bei der Energieverteilung zu spielen. Nach der Astrozy-
ten-Neuronen-Laktat-Shuttle (ANLS)-Hypothese (Brooks,
2009; Magistretti et al., 1999) wird Glukose in Astrozyten

T . \‘\. \HE__!/ N
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hauptsachlich bis zum Pyruvat abgebaut, das dann mit
der LDH-5 in Laktat umgewandelt und an die Neurone
abgegeben wird (Abb. 2). Neurone wandeln Laktat wieder
mit der LDH-1 in Pyruvat um, das zur weiteren Energiege-
winnung in die oxidative Phosphorylierung geschleust
wird. Die Prozesse des Laktattransfers sollen nun etwas
detaillierter erortert werden.

Die ANLS-Hypothese und der
Transport von Laktat

Es besteht weitgehend Konsens in der Fachliteratur, dass
Neurone deutlich mehr Energie verbrauchen als Gliazel-

Laktat

| e
| ~_ATP R "
) Glykolyse \
e : CO,
r’_,_..-————rr Glukose

e ) N (”H

Rx% ,f’ thkogen

R W

Kapillare

NADPH
Bausteing

R Glulwsa

e\
Pyruvat

Synapse

Abb. 2: Die Astrozyten-Neuronen-Laktat-Shuttle-Hypothese. Die Astrozyten-Neuronen-Laktat-Shuttle (ANLS)-Hypothese besagt, dass
Astrozyten Glukose zu Laktat verstoffwechseln, welches an die Neurone transferiert und dort auch unter aeroben Bedingungen zur

Energiegewinnung genutzt wird. Glukose wird von den Astrozyten, welche mit ihren EndfiiRchen direkten Kontakt zu den Endothelzellen der
Kapillaren haben, aus dem Blut aufgenommen. Die Aufnahme von Glukose erfolgt dabei iiber den Glukosetransporter (GLUT) Isoform 1. In
den Astrozyten kann Glukose entweder als Glykogen gespeichert oder in der Glykolyse, unter Gewinnung von ATP, zu Pyruvat verstoffwech-
selt werden. Pyruvat wird anschlieBend durch das Enzym Laktatdehydrogenase Isoform 5 (LDH-5) in Laktat umgewandelt und an die Neurone
transferiert. Hierzu wird das Laktat tiber die Monokarboxylat-Transporter (MCT) Isoform 1 und 4 aus den Astrozyten exportiert und iiber den
MCT Isoform 2 in die Neurone importiert. In den Neuronen wird das Laktat dann mittels des Enzyms Laktatdehydrogenase Isoform 1 (LDH-1)
wieder in Pyruvat umgewandelt und unter Gewinnung von ATP in Citratzyklus (TCA) und anschlieBender oxidativer Phosphorylierung
metabolisiert. Neben Laktat nehmen Neurone auch Glukose aus dem Parenchym auf, welche sie iiber den Glukose-Transporter Isoform 3
importieren. Die aufgenommene Glukose kann entweder mittels Glykolyse, Citratzyklus und anschlie3ender oxidativer Phosphorylierung
zur Energiegewinnung genutzt, oder im Pentosephosphatweg (PPP) zur Produktion von Bausteinen fiir die Biosynthese und des Reduktions-
mittels NADPH verwendet werden.
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len (Harris und Attwell, 2012), und daher wurde lange an-
genommen, dass sie auch das meiste an Glukose verarbei-
ten. Es wird aber seit etwa 20 Jahren die Frage diskutiert,
ob sie Glukose direkt verarbeiten, um ihren Energiebedarf
zu decken, oder ob sie einen Teil mit Laktat decken, den
ihnen Astrozyten iiberlassen. Obwohl die ANLS-Hypothe-
se (Abb. 2) nicht von allen geteilt wird (Dienel, 2014), hat
es gerade in den letzten Jahren viele Befunde gegeben,
die die ANLS-Hypothese nachhaltig unterstiitzen (zusam-
mengefasst in Magistretti und Allaman, 2015; Barros und
Deitmer, 2010). Die wichtigsten Indizien sind: (1) Astrozy-
ten haben den direkteren Zugang zu den vom Blut gelie-
ferten Ndhrstoffen einschlief3lich der Glukose; (2) Astro-
zyten besitzen die LDH-Isoform 5, die Pyruvat in Laktat
umwandelt, und Neurone haben vorwiegend LDH-Isoform
1, die Laktat in Pyruvat umwandelt; (3) die zellabhéngige
Expression verschiedener Isoformen von Laktat-Trans-
portern in Astrozyten und Neuronen sprechen fiir einen
Transfer von Laktat von Astrozyten zu Neuronen (spater
mehr {iber diese Transporter); (4) Laktat kann synapti-
sche und andere neuronale Funktionen in Abwesenheit
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von Glukose erhalten bzw. wiederherstellen (Schurr et al.,
1988). Der Vorteil fiir Neurone, Laktat aufzunehmen, in
Pyruvat umzuwandeln und dieses in den Mitochondrien
zu verarbeiten, ware, dass sie die aufwéandige Glykolyse
zumindest z. T. umgehen koénnten. Denn es ist die oxidati-
ve Phosphorylierung, und nicht die Glykolyse, die in gro-
3er Menge ATP bildet, solange die Sauerstoffversorgung
gewdhrleistet ist. Astrozyten hingegen kénnten ihren ge-
ringeren Energieverbrauch auch weitgehend durch die
Glykolyse decken. Zudem erlaubt die Energiegewinnung
durch Laktat es den Neuronen, einen Teil der aufgenom-
menen Glukose nicht in der Glykolyse zu “verbrennen”,
sondern im Pentosephosphatweg zur Herstellung von An-
tioxidantien und Ausgangsstoffen fiir die Biosynthese zu
nutzen (Abb. 1).

Sicher scheint, dass beide Zelltypen, Neurone wie
Astrozyten, sowohl Glykolyse als auch oxidative Phos-
phorylierung betreiben, aber, nach der ANLS-Hypothese,
sind die Gewichte unterschiedlich verteilt; Neurone sind
vorrangig oxidativ, und Astrozyten sind hauptsdchlich
glykolytisch aktiv. Die Gewichtung kann wahrscheinlich
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bei der Vielzahl verschiedener Subtypen von Neuronen
wie Astrozyten sowie fiir Gehirnregionen unterschied-
lich sein, mehr oder weniger stark oxidative Neurone und
mehr oder weniger stark glykolytische Astrozyten, wobei
glykolytische Neurone und oxidative Astrozyten wohl eher
die Ausnahmen sind.

Eine entscheidende Rolle kommt nach der ANLS-
Hypothese dem Transport von Laktat {iber die Zellmem-
branen zu, aus den Astrozyten heraus und in die Neuro-
ne hinein. Dieser Transport wird von drei Isoformen der
Monocarboxylat-Transporterfamilie (MCT) durchgefiihrt,
MCT1, MCT2 und MCT4, mit denen sich unsere Arbeits-
gruppe in den letzten 20 Jahren ausfiihrlich beschaftigt
hat (Deitmer et al., 2015). Die MCT-Familie (SLC16) umfasst
14 Isoformen, von denen MCT1-4 Monocarboxylatanionen
in einer 1: 1 - Stochiometrie mit H* transportieren (Abb. 3

A 1Lak 1H’

i o
extrazelluldr |

intrazellular -

1Lak 1H'
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A). Der Transport ist also elektroneutral, d. h. er generiert
keinen Strom iiber die Zellmembran. Einbau dieser MCTs
in die Zellmembran und Transportaktivitdt werden durch
Hilfsproteine vermittelt, und zwar Basigin (CD147) oder
Embigin (GP70).

Es galt zundchst die Transporteigenschaften der MCTs
fiir Laktat und andere Substrate zu charakterisieren, was
wir durch heterologe Expression der MCT-Isoformen in
Froscheizellen (Oozyten von Xenopus laevis) in Zusam-
menarbeit mit Stefan Broer durchfiihrten (Broer et al.,
1998, 1999; Dimmer et al., 2000). In Ergdnzung dazu haben
verschiedene Arbeitsgruppen die Bedeutung der MCTs fiir
den Energiemetabolismus im Gehirn erarbeitet. MCT1 ist
danach der ubiquitdre Laktattransporter in nahezu allen
Geweben und Organen mit einer mittleren Affinitat fiir
Substrate (K, fiir Laktat 3-5 mM). MCT2 ist ein hochaffi-

Lak

Abb. 3: Monocarboxylat-Transporter: Stochiometrie und Interaktion mit Carboanyhdrasen. (A) Die Monocarboxylat-Transporter (MCT)
Isoform 1 bis 4 transportieren Monocarboxylate, wie Laktat, Pyruvat sowie die Ketonkdrper Acetoacetat und B-Hydroxybutyrat iiber die

Zellmembran, wobei die Affinitdt der Transporter fiir die Substrate zwischen den einzelnen Isoformen variiert. Zudem vermitteln MCTs auch
den Transport verschiedener Wirkstoffe mit dhnlicher Struktur, wie Valproinsdure (ein Antiepileptikum), Atorvastatin (Markennahmen
Sortis®, Atorvalan®, Lipitor®, eingesetzt zur Senkung des Cholesterinspiegels), Nateglinid (Markenname Starlix®; ein Mittel gegen Typ-2-Dia-
betes) und Nikotinsdure iiber die Plasmamembran der Epithelzellen des Gastroentestinaltraktes und der Niere, sowie iiber die Blut-Hirn-
Schranke. Der Transport der Monocarboxylat-Anionen erfolgt stets im Symport mit einem Proton (H*), ist also elektroneutral. Die Transpor-
trichtung folgt den Substratgradienten, d. h. der Import oder Export der Monocarobxylate hdngt von deren intra- und extrazellularen
Konzentrationen sowie den intra- und extrazelluldren pH-Werten ab. MCTs bendtigen bestimmte Hilfsproteine, welche fiir die Lokalisation
der Transporter in der Zellmembran und ihre Transportaktivitat unerlasslich sind. Die Isoformen MCT1, MCT3 und MCT4 interagieren hierbei
mit dem Protein CD147 (Basigin, EMMPRIN), wahrend MCT2 primdr mit GP70 (Embigin) interagiert. (B) MCTs kdnnen mit verschiedenen
Isoformen von Carboanhydrasen (CAs) funktionelle Proteinkomplexe, sogenannte “Transport-Metabolons”, bilden, wodurch die Transport-
aktivitdt der MCTs gesteigert wird. So bildet beispielsweise MCT1 ein Transport-Metabolon mit den Carboanhydrasen CAll und CAIV, wobei
die intrazelluldre CAll an den C-Terminus des Transporters bindet, wahrend die extrazelluldr lokalisierte CAIV vermutlich nicht direkt mit
dem MCT, sondern mit dessen Hilfsprotein, CD147, interagiert. Im Gegensatz zu anderen Transport-Metabolons wird die Erh6hung der
Transportrate der MCTs nicht durch die katalytische Aktivitat der Carboanhydrasen vermittelt. Diese scheinen vielmehr als eine “Protonen-
antenne” fiir den MCT zu fungieren, welche den raschen Austausch von Protonen zwischen dem Transporter und verschiedenen protonier-
baren Stellen in seiner unmittelbaren Umgebung vermittelt. Im Falle des Transport-Metabolons aus MCT1, CAll und CAIV wiirde wahrend des
Imports von Laktat CAIV Protonen von protonierbaren Stellen auf der extrazelluldren Seite der Zellmembran abziehen und an den MCT1
abgeben, wahrend auf der intrazelluldren Seite CAll Protonen vom Transporter abziehen und an umliegende protonierbare Stellen weiterge-
ben wiirde. Wahrend des Exports von Laktat wiirde CAll auf der intrazelluldren Seite dem Transporter Protonen zur Verfiigung stellen,
wahrend CAIV diese auf der extrazelluldren Seite wieder entfernt. Durch diesen Protonenshuttle wiirde der Protonengradient in unmittelba-
rer Ndhe des Transporters stabilisiert und die Aktivitdt des Transporters erhoht.
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ner Laktattransporter (K, fiir Laktat 0,5-1 mM), und wird
im Gehirn vor allem, moéglicherweise ausschlie8lich, von
Neuronen, vor allem in postsynaptischen Regionen, expri-
miert. MCT4 ist ein niedrigaffiner Laktattransporter (K,
fiir Laktat 17-35 mM) mit hoher Kapazitit, der im Gehirn
vorwiegend in Astrozyten exprimiert wird. Die K -Werte
legen nah, dass MCT1 sowohl fiir Import wie Export von
Laktat in und aus den Zellen verantwortlich sein kann,
wahrend mittels MCT2 eher Aufnahme von Laktat und
mittels MCT4 eher Abgabe von Laktat erfolgen kénnte.

Wenn wir den Weg des Laktats im Gehirn, einerseits
aus dem Blut ins Gehirnparenchym und anderseits von
Astrozyten in die Neurone betrachten, so kdnnte Laktat
iiber die Endothelzellen der Blutkapillaren mithilfe des
MCT1 sowohl vom Blut ins Gehirn als auch vom Gehirn ins
Blut transportiert werden. MCT2 in Neuronen wiirde eine
Aufnahme von Laktat favorisieren, wahrend MCT1 und
MCT4 in Astrozyten Abgabe und Aufnahme von Laktat er-
moglichen.
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pH-Wert und Carboanhydrasen
spielen besondere Rollen fiir
MCT-Transportaktivitat

Aufgrund des Kotransports von organischen Anionen mit
Protonen spielt der pH-Wert im Gewebe, in den Zellen so-
wie der H*-Gradient iiber die Zellmembran eine wichtige
regulatorische Rolle fiir die Aktivitdt von MCT1-4. So be-
glinstigt eine extrazellulare Ansduerung den Transport
von Laktat in die Zellen, andererseits kann Laktattransport
aus den Zellen heraus oft nur gegen einen H*-Gradienten
erfolgen, bedarf also eines robusten Laktatgradienten von
innen nach auflen. Die Regulation des cytosolischen pH-
Wertes spielt eine wichtige Rolle fiir die Aktivitat der MCTs
wie fiir alle H*-gekoppelten Transportprozesse. Dafiir ist
in fast allen Zelltypen der Natrium-Protonen-Austausch
(Na*/H*) zustdndig, unterstiitzt durch verschiedene HCO;
-gekoppelte Transporter. In Gliazellen spielt hier der elek-
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trogene Natrium-Bikarbonat- (Na*-HCO,) Kotransporter
(NBCel, SLC4A4), der 2 HCO, mit 1 Na* membranpoten-
zialabhdngig in beide Richtungen iiber die Zellmembran
transportiert, eine herausragende Rolle. In kortikalen
Astrozyten konnten wir eine iiberragende Beteiligung des
NBCel an der cytosolischen pH-Regulation und pH-Puf-
ferung feststellen (Theparambil et al., 2014; Theparambil
und Deitmer, 2015), da der NBCel hocheffizient HCO; in
die Zelle hinein oder aus der Zelle heraus trdgt, abhdngig
vom elektrochemischen Gradienten fiir diesen Carrier. Wir
konnten zeigen, dass der NBCel, koexprimiert in Xenopus
Oozyten, den Laktattransport durch MCT1 erhoht (Becker
et al., 2004) und die Glykolyse in Astrozyten moduliert
(Ruminot et al., 2011).

Damit sich beim Laktattransport Protonen nicht
rasch auf der einen oder anderen Seite der Zellmembran
anreichern, kommt die H*-Pufferstdrke ins Spiel. Da H*im
Cytosol nur in sehr geringem Maf3e als freie Ionen vorlie-
gen (30-100 nM) und iiberwiegend gebunden sind (10—
30 mM), u. a. auch an intrazellulidre moblile H*-Puffermo-
lekiile (HB), die recht langsam diffundieren, kann es recht
schnell zur lokalen Anreicherung von H*/HB kommen.
Solche lokalen H*-Anreicherungen wirken dann wie eine
Bremse fiir den weiteren Transport von H* und Laktat, der
durch eine geringe Pufferstarke zunehmend verlangsamt
wiirde. Alles, was die H*-Pufferstirke dagegen erhoht,
begiinstigt auch die Kapazitat des Laktattransporters. We-
sentlich an der Pufferstdrke in Astrozyten ist der rasche
Transport von HCO, mittels des NBCel. Und hier kommen
die Carboanhydrasen ins Spiel, die in einzigartiger Weise
mit der Transportaktivitdt der MCTs kooperieren (Becker
etal., 2011, 2014).

Carboanhydrasen (CA) liegen in zahlreichen Isofor-
men in fast allen Zellen und Organismen vor und kataly-
sieren die reversible Hydration von Kohlendioxid (CO,),
eine der wichtigsten biochemischen Reaktionen iiber-
haupt (CO, + H,0 <> H* + HCO;). Beim Menschen kennt
man allein 15 CA-Isoformen, von denen einige cytosolisch,
an/in Zellorganellen oder in der Zellmembran und extra-
zelluldr aktiv sind. Offensichtlich spielt die Beschleuni-
gung der Reaktion fiir Lebensvorgédnge eine sehr wichtige
Rolle, so wie bei der Atmung, der Nierenfunktion und in
vielen Epithelien, und eben auch im Gehirn, wo vor allem
die CA-Isoformen II, IV, XII und XIV vorliegen.

Koexpression von MCT1 und Carboanhydrase Isoform
II (CAII), die aktivste und am weitesten verbreitete cyto-
solische Isoform, in Xenopus-Oozyten, fiihrte zu unserer
Uberraschung zu einer deutlichen Steigerung des Laktat-
transports. Die Transportrate wurde um das 2-3-fache er-
hoht und lief sich auch nicht durch Hemmung der kataly-
tischen Aktivitat der CAII unterdriicken. Eine enzymatisch
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inaktive CAIl-Mutante steigerte die MCT1-Transportrate
wie die Wildtyp-CAII; damit haben wir eine erste nicht-
enzymatische Funktion der CA zeigen konnen (Becker et
al., 2011, 2014). Wir {iberpriiften daraufhin die Frage, wie
spezifisch die Interaktion zwischen MCT und CA ist und
fanden, dass auch MCT2 und MCT4 mit einigen, aber nicht
allen untersuchten CA-Isoformen interagieren. Wir stell-
ten fest, dass diese Wechselwirkungen isoform-spezifisch
sind; so interagiert CAIl mit MCT1 und MCT4, nicht aber
mit MCT2, wéihrend die extrazelluldren CAIV und CAIX die
Transportaktivitdt aller drei MCT-Isoformen erhéht und
CAIund CAIIIl mit keiner der untersuchten MCT-Isoformen
wechselwirken.

Bei der Aufklarung der Wirkmechanismen dieses
funktionellen “Transport-Metabolons” (Becker et al.,
2014, Deitmer et al., 2015) stellte sich heraus, dass die
CA an den MCT bindet und dadurch als eine Art “Proto-
nenantenne” die lokale H*-Pufferstdarke erhéht (Abb. 3 B)
(Becker et al., 2011, Noor et al., 2015; Deitmer et al., 2015).
Wir konnten dann zeigen, dass diese nicht-enzymatische
Wechselwirkung zwischen MCT und CA nicht nur im hete-
rologen Expressionssystem (Frosch-Oozyte) funktioniert,
sondern auch in Astrozyten der Maus (Stridh et al., 2012).

Schluf3folgerungen

Die globale Energieversorgung des Gehirns wie die auf
zelluldrer Ebene stellen komplexe Systeme von Stoffwech-
sel- und Transportprozessen dar, die hochgradig reguliert
werden. Die pH-Werte im Gehirnparenchym wie in den
Zellen spielen bei diesen Vorgidngen eine herausragende
Rolle. Wir sind erst in den Anfdngen, die Proteinnetzwer-
ke zu verstehen, die die Verteilung von Nadhrstoffen und
Energietrdagern effizient gestalten. Da viele neurologische
Erkrankungen direkt oder indirekt mit der Energieversor-
gung der Zellen und ganzer Hirnareale gekoppelt sind,
kénnten Metabolit-Transport, Stoffwechselwege und pH-
Regulation mogliche Ziele therapeutischer Medikamente
sein. Wir miissen aber noch mehr verstehen, vor allem
iiber die unterschiedliche Auspragung der hier beschrie-
benen Vorginge in verschiedenen Hirngebieten und iiber
die Moglichkeiten von gezielten Eingriffen in diese Prozes-
se. Es scheint sicher, dass Energiemetabolismus und Ener-
gieverteilung im Gehirn auch in Zukunft von herausragen-
dem Interesse fiir die Neurobiologie wie fiir die klinische
Neurologie sein werden.



DE GRUYTER

Literatur

Barros, L.F. and Deitmer, J.W. (2010). Glucose and lactate supply to
the synapse. Brain Res. Rev. 63, 149-159.

Becker, H., Broer, S. and Deitmer, J.W. (2004). Facilitated lactate
transport by MCT1 when coexpressed with the sodium
bicarbonate cotransporter (NBC) in Xenopus oocytes. Biophys.
). 86, 235-247.

Becker, H.M., Klier, M., Schiiler, C., McKenna, R. and Deitmer, J.W.
(2011). The intramolecular proton shuttle supports not only
catalytic, but also non-catalytic function of carbonic anhydrase
1. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 108, 3071-3076.

Becker, H.M., Klier, M. and Deitmer, J.W. (2014). Carbonic anhydrase
and their interplay with acid/base-coupled membrane
transporters. In: Carbonic Anhydrase: Mechanism, Regulation,
Links to Disease and Industrial Applications. (eds. Susan Frost,
Robert McKenna) Subcell. Biochem. 75, 105-134.

Broer, S., Schneider, H., Broer, A. and Deitmer, J.W. (1998). Charac-
terization of the monocarboxylate transporter 1 expressed in
Xenopus laevis oocytes by changes in cytosolic pH. Biochem. ).
174,167-174.

Broer, S., Broer, A., Schneider, H., Stegen, C., Halestrap, A.P. and
Deitmer, J.W. (1999). Characterization of the high-affinity
monocarboxylate transporter MCT2 in Xenopus laevis oocytes.
Biochem. ). 535, 529-535.

Brooks, G.A. (2009). Cell-cell and intracellular lactate shuttles. ).
Physiol. 587, 5591-5600.

Deitmer, J.W. and Rose, C.R. (2010). lon changes and signaling
perisynaptic glia. Brain Res. Rev. 63, 113-129.

Deitmer, J.W., Theparambil, S.M., Ruminot I. and Becker, H.M.
(2015). The role of membrane acid/base transporters and
carbonic anhydrases for cellular pH and metabolic processes.
Front. Neurosci. 8: 430, doi:10.3389/fnins. 2014.00430.

Dienel, G.A. (2014). Lactate shuttling and lactate use as fuel after
traumatic brain injury: metabolic considerations. J. Cereb.
Blood Flow Metab. 34, 1736-1748.

Dimmer, K.S., Friedrich, B., Lang, F., Deitmer, J.W. and Bréer, S.
(2000). The low-affinity monocarboxylate transporter MCT4
is adapted to the export of lactate in highly glycolytic cells.
Biochem. J. 350, 219-227.

Golgi, C. (1882-1883). Sulla fine anatomia degli organi centrali del
sisterna nervoso.

Harris, J.J. and Attwell, D. (2012). The Energetics of CNS White
Matter. ). Neurosci. 32, 356—-371.

Jakoby, P., Schmidt, E., Ruminot, I., Gutierrez, R., Barros, L.F. and
Deitmer, J.W. (2014). Higher transport and metabolism of
glucose in astrocytes compared to neurons: A multiphoton
study of hippocampal and cerebellar tissue slices. Cereb Cortex
24,222-231.

Magistretti, P.J. and Allaman, I. (2015). A Cellular Perspective on
Brain Energy Metabolism and Functional Imaging. Neuron 86,
883-901.

Magistretti, P.J., Pellerin, L., Rothman, D.L. and Shulman, R.G.
(1999). Energy on demand. Science 283, 496-497.

Noor, S.I., Dietz, S., Heidtmann, H., Boone, C.D., McKenna, R.,
Deitmer, J.W. and Becker, H.M. (2015). Analysis of the Binding
Moiety Mediating the Interaction between Monocarboxylate
Transporters and Carbonic Anhydrase Il. ). Biol. Chem. 290,
4476-4486.

J. W. Deitmer et al.: Unser hungriges Gehirn =— 11

Ruminot, I., Gutiérrez, R., Pefia-Miinzenmavyer, G., Aiiazco, C.,
Sotelo-Hitschfeld, T., Lerchundi, R., Niemeyer, M., Shull, G.E.
and Barros, L.F. (2011). NBCe1 mediates the acute stimulation
of astrocytic glycolysis by extracellular K*. J. Neurosci. 31,
14264-71.

Schurr, A., West, C. A. and Rigor, B.M. (1988). Lactate-supported
synaptic function in the rat hippocampal slice preparation.
Science 240, 1326-1328.

Stridh, M., Alt, M., Wittmann, S., Heidtmann, H., Aggarwal, A.,
Riederer, B., Seidler, U., Wennemuth, G., McKenna, R., Deitmer,
J.W. and Becker, H.M. (2012). Lactate fluxes in astrocytes
enhanced by a non-catalytic action of carbonic anhydrase Il. ).
Physiol. 590.10, 2333-2351.

Theparambil, S.M., Ruminot, ., Schneider, H.P., Shull, G.E. and
Deitmer, J.W. (2014). The electrogenic sodium-bicarbonate
cotransporter NBCel is a high-affinity bicarbonate carrier in
mouse cortical astrocytes. ). Neurosci. 34, 1148-1157.

Theparambil, S.M. and Deitmer, J.W. (2015). High effective cytosolic
H* buffering in mouse cortical astrocytes attributable to fast
bicarbonate transport. Glia 63, 1581-1594.

Autoreninformationen

Dr. Joachim W. Deitmer

Fachbereich Biologie, TU Kaiserslautern,
Postfach 3049, 67653 Kaiserslautern,
E-Mail: deitmer@bio.uni-kl.de,

Tel.: +49 6312052877

Joachim W. Deitmer ist Senior-Forschungsprofessor am Fachbereich
Biologie der TU Kaiserslautern. Er leitete von 1989 bis 2015 die
Abteilung fiir Allgemeine Zoologie an der TU. Seine Forschung hat
sich mit Membrantransport von Laktat, Bikarbonat und Protonen
sowie mit Kalzium-, pH- und Bikarbonat-Regulation und -Signalling
in Gliazellen beschaftigt; im Fokus standen vor allem Monocarbo-
xylat-Transporter (MCT), Natrium-Bikarbonat Kotransporter (NBC)
und Carboanhydrasen.

Dr. Shefeeq M. Theparambil
Fachbereich Biologie, TU Kaiserslautern,
Postfach 3049, 67653 Kaiserslautern

Shefeeq M. Theparambil hat einen M.Sc. in Biophysik (Bangalore,
Indien) erworben und hat ab 2010 in Deitmers Labor promoviert und
war dort von 2014 bis 2016 Postdoc. Seine Forschung beschéftigt
sich mit der Regulation von pH und Bikarbonat in Astrozyten und
ihre funktionellen Auswirkungen auf den Metabolismus.



12 — ). W. Deitmer et al.: Unser hungriges Gehirn

Dr. Ivan Ruminot
Fachbereich Biologie, TU Kaiserslautern,
Postfach 3049, 67653 Kaiserslautern

Ivan Ruminot hat in L.F. Barros‘ Labor promoviert und war danach
von 2012 bis 2015 Postdoc in Deitmers Labor. Seine Forschung hat

sich auf die funktionelle Wechselwirkungen zwischen pH und Laktat-

und Glukosemetabolismus in Astrozyten konzentriert. Er arbeitet
derzeit als Leiter einer Nachwuchsgruppe am CECS in Valdivia,
Chile.

DE GRUYTER

Dr. Holger M. Becker
Fachbereich Biologie, TU Kaiserslautern,
Postfach 3049, 67653 Kaiserslautern

Holger M. Becker hat 2005 in Deitmers Labor promoviert; nach
einigen Jahren Postdoc war er Juniorprofessor am Fachbereich
Biologie der TU Kaiserslautern und habilitierte sich dort auch 2015.
In seiner Forschung hat er sich mit funktionellen Proteinwechselwir-
kungen zwischen Monocarboxylat-Transportern und Carboanhydra-
sen und ihre Auswirkungen auf den Energiemetabolismus beschaf-
tigt, zundchst vorwiegend in Xenopus-Oocyten, seit einigen Jahren
auch in Tumorzellen.



DE GRUYTER

Neuroforum 2017; 23(1): A1-A8

Joachim W. Deitmer*, Shefeeq M. Theparambil, Ivan Ruminot and Holger M. Becker

Our hungry brain: Which role do glial cells play for

the energy supply?

DOI 10.1515/nf-2016-A102

Abstract: Our brain, which accounts for about 2% of our
body weight, uses up to 20 % of our total energy require-
ments. The supply with sufficient energetic substrates to
all brain cells, which are very densely packed, in particu-
lar in the human brain, is a huge logistic challenge. The
most important energy substrate for our brain is glucose,
which reaches the brain via the blood circulation. Glucose
is not only utilized by nerve cells directly, but to a large
extent also taken up by glial cells, which then either store
glucose after conversion to glycogen as energy reserve, or
transfer it as lactate to nerve cells. Lactate in nerve cells
can then be converted to pyruvate, which is efficiently
utilized together with oxygen for the formation of chem-
ical energy in form of ATP. The intermediate metabolic
product lactate hence plays an important role as energetic
substrate, which is exchanged between cells both under
aerobic and non-aerobic conditions. Transport of lactate
across the cell membrane is carried out in co-transport
with protons (H+), which are crucial regulators of various
metabolic processes and membrane transporters. In addi-
tion, the lactate carriers form a functional network with
carbonic anhydrases, enzymes, which not only catalyze
the equilibrium between carbon dioxide, hydrogen car-
bonate (bicarbonate) and protons, but also facilitate lac-
tate transport. In this article, we focus on physiological
processes of the energy metabolism in glial cells as well
as on the transfer of energetic substrates to nerve cells,
processes, which themselves are critically modulated by
pH and its regulation in glial cells.
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Introduction

The brain accounts for about 2% of our body weight
(about 1400 g) but consumes up to 20 % of our total ener-
gy requirement. Only due to sufficient uptake of protein-
and sugar-rich food was our brain able to develop into a
high-performance organ during the evolution of man.
Functions of our brain directly correlate with a sufficient
supply of oxygen and nutrient-rich food. These substanc-
es are transported via the vasculature, which supplies the
brain with sufficient blood and ensures that all nutrients
are distributed to different regions of the brain. The cir-
culation system of our brain consists of about 600 km
of vessels and almost accounts for one third of the total
brain volume. Still, blood capillaries are unable to reach
all cells in the brain, which is made up of hundred billion
nerve cells (neurons) and at least the same number of glia
cells. Every single cell needs to be supplied with enough
energy to exert its function without impairment. This is
an enormous logistic challenge, which requires a complex
network of distribution and utilisation of energy-rich sub-
strates. This logistic task comprises regulation of the cer-
ebral blood flow and efficient transport and utilisation of
substrates by all cells and their anatomic specialisations
like synapses and nerve fibres. How does our brain cope
with this enormous task?

Is task sharing the secret of energy
metabolism?

Brain cells are divided into nerve cells and glial cells, of
which there are distinct types and many different "task
bearer”. Neurons consume a considerably higher amount
of energy than glial cells because functional tasks of
synapses, the chemical-electric links between neurons
consume a lot of energy. Conduction of electric impulses
along nerve fibres also requires a considerable amount of
energy, not because one single impulse needs a lot of en-
ergy but because of the high number of impulses, which
are fired simultaneously to send information from one
part of our brain to the other. There are small electric cur-
rents at both synapses and nerve fibres, which are gener-
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ated by ions and which flow along their electrochemical
gradient. It is especially the sodium gradient across the
cell membrane, which is used energetically to take up the
neurotransmitters, which are released at synapses be-
tween neurons, in order to transmit certain information.
In order to maintain the ion gradients, especially sodium,
potassium, hydrogen, calcium, chloride and hydrogencar-
bonate (bicarbonate) have to be transported against their
gradient so that the initial ion distribution can be restored
(ionic homeostasis™). It is this transport of ions against
their gradient requires most of the energy in our brain -
and also in most other organs. Ultimately, most of the en-
ergy, which is stored as ATP, is consumed by ATP-cleav-
ing transport enzymes, notably the ”sodium-potassium
pump” (also known as Na-K-ATPase or Na-K-pump), and
the calcium-pump (or Ca-ATPase). The Na-K-pump in the
cell membrane escorts sodium ions against their elec-
trochemical gradient out of the cell and exchanges them
with potassium ions (three sodium ions per two potassi-
um ions). This process is driven by a complex cycle, which
requires cleavage of ATP. In contrast to sodium, calcium is
not only pumped out of the cell, but also into intracellular
stores (endoplasmatic reticulum, mitochondria) against
large gradients, often in exchange with protons (Deitmer
and Rose, 2010).

Glial cells aid neurons to maintain the ionic homeo-
stasis, take up neurotransmitters from the synaptic cleft
and, probably in a unique manner, supply neurons with
energy-rich substrates. Based on histological findings,
Camillo Golgi (Pavia, Italy) already proposed at the end
of the 19" century that glial cells provide nutrimental sup-
port to neurons. In this article we want to shed light on
some aspects of this metabolic interaction of nerve- and
glial cells.

Sugar and lactate are important
energy substrates in our brain

The systemic blood supply provides the two most impor-
tant energy substrates for our brain: glucose and oxygen.
In the presence of oxygen, glucose can efficiently be me-
tabolised into energy in form of ATP (“oxidative phospho-
rylation”). Glucose is transported from blood into brain
tissue via glucose transporters (GLUT) in blood endothe-
lial cells. Since those GLUTs merely favour transport down
the chemical gradient of glucose ("facilitating transport”)
glucose concentration in brain tissue is never higher than
in blood, where it is stabilised at approximately 5 mM. In
fact, the glucose concentration in brain tissue is a lot low-
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er, usually between 1-2 mM, because it is rapidly taken up
into cells by more GLUTs located in the cell membrane of
nerve- and glial cells. Once taken up, glucose gets imme-
diately phosphorylated (to glucose-6-phosphate) so that
there is a constant gradient of glucose from both blood to
brain tissue and also from there to the cell interior. This
ensures a constant uptake of glucose into the brain and
into cells. Thus, astrocytes, which cover more than 99 %
of all blood capillaries with their processes (cell processes,
which extensively cover blood vessels), seem to have the
best access to glucose, which is provided by blood vessels
and take it up via GLUT1. Neurons take up glucose from
brain tissue via GLUT3. After being phosphorylated, glu-
cose can directly be fed into glycolysis (cleavage of glu-
cose) inside the cell (Fig.1). In astrocytes, possibly also
in a few neurons, glucose can be used to generate energy
reservoirs in form of glycogen. Glycogen is a large mole-
cule, which consists of thousands of interlinked glucose
molecules. In the case of sugar deprivation in the brain,
glycogen can be degraded to glucose-6-phosphate and
then fed into glycolysis.

During glycolysis, enzymatic processes take place,
which are extremely pH-dependent and directly regulated
by H*, especially processes in which phosphofructokinase
is involved (PFK, Fig. 1). End product of glycolysis is pyru-
vate, a molecule with three C-atoms, which means that
one glucose molecule gets metabolised into two pyruvate
molecules during glycolysis. Pyruvate is taken up into
mitochondria, where it undergoes more enzymatic steps,
which make it accessible for oxidative phosphorylation,
which, while using oxygen, produces most of energy-rich
ATP. While the net yield of glycolysis are 2 ATP-molecules,
it is 34 by oxidative phosphorylation.

Instead of being transported into mitochondria, pyru-
vate can also be metabolised into a very similar substance
in the cytosol, namely lactate, the anion of lactic acid. Lac-
tate is also a molecule carrying three C-atoms and, similar
to pyruvate, it can be metabolised into 16-17 ATP-mole-
cules (this would mean up to 34 ATP-molecules per one
glucose molecule). The conversion of pyruvate into lac-
tate occurs in a single reversible enzymatic step with the
help of lactate dehydrogenase (LDH). This enzyme exists
in several isoforms, which determine whether pyruvate is
metabolised into lactate or lactate into pyruvate. This is
an important criterion in order to explain if and why some
cells accumulate lactate also under aerobic conditions and
release it to adjacent cells. This transfer of lactate from one
cell to the other seems to play an important role in energy
distribution in general and is not restricted to the brain.
Based on the astrocyte-neuron-lactate-shuttle (ANLS)-hy-
pothesis (Brooks, 2009; Magistretti et al., 1999), the glu-
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Fig. 1: glucose metabolism. Glycolysis is the backbone of carbohydrate metabolism in all eukaryotic organisms. Together with its anabolic
pathway, the pentose phosphate pathway, it secures three essential functions: (1) Supplying mitochondria with fuel in form of pyruvate,

(2) producing molecules for biosynthesis and (3) producing reducing agents for biosynthesis and antioxidants. The first step of glycolysis is
phosphorylation of glucose to glucose-6-phosphate by the enzyme hexokinase (HEX). Attributable to this irreversible reaction, glucose gets
“trapped” inside the cell and accumulates there. Glucose-6-phosphate is also the source for several metabolic pathways: (1) In the process
of glycogen synthesis glucose-6-phosphate can be converted to and stored as glycogen (animal starch). This reaction, which is catalysed by
the enzyme glycogen synthase (GS), occurs almost exclusively in astrocytes in the brain. As needed, glycogen can be mobilised via the
enzyme glycogen phosphorylase (GP) and subsequently be metabolised. (2) Glucose-6-phosphate secures the production of molecules for
biosynthesis and regeneration of the reducing agent nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) via the pentose phosphate
pathway. Feeding of glucose-6-phosphate into the pentose phosphate pathway is controlled by the enzyme glucose-6-phosphate dehydro-
genase (G6PD). (3) During glycolysis, glucose-6-phosphate is metabolised into pyruvate while producing ATP and converting the oxidised
form of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD*) to its reduced form (NADH). Glycolysis is controlled by three irreversible reactions, which
are catalysed by the enzymes hexokinase (HEX), phosphofructokinase (PFK) and pyruvate kinase (PK). Within the cell, the catalytic activity of
PFK is inhibited by increasing the proton concentration (acidification), making the intracellular pH a direct control mechanism of glycolysis.
Pyruvate resulting from glycolysis can now be transported into mitochondria, where it is ready to be further metabolised in the Tricarbonic
acid cycle (TCA) and subsequent oxidative phosphorylation in the respiratory chain. Alternatively, driven by the enzyme lactate dehydroge-
nase (LDH), pyruvate can reversely be converted into lactate while NAD*, which has been used during glycolysis, is being regenerated.
Regulation of single key enzymes and therefore of different metabolic pathways is dependent on the cell type. Thus, in astrocytes, the
production of glycogen and lactate seems to prevail while in neurons, glucose is mainly metabolised via the pentose phosphate pathway
and energy production occurs via “consumption” of lactate.

cose in astrocytes is mainly degraded to pyruvate, which
in turn is converted into lactate by LDH-5 and released to
neurons (Fig. 2). In neurons, lactate is converted by LDH-1
into pyruvate again which is fed into oxidative phospho-
rylation for further energy production. The processes in-
volved in lactate transfer shall now be discussed in more
detail.

The ANLS-hypothesis and lactate
transport

Recent findings largely agree that neurons consume more
energy than glial cells (Harris and Atwell, 2012). There-

fore, it has long been assumed that they also consume
most of the glucose. However, there has been a discussion
for about 20 years now about whether neurons metabolise
glucose directly to suffice their energy demands or if they
partly utilise lactate, which is provided by astrocytes. Al-
though the ANLS-hypothesis (Fig. 2) is not supported by
everyone (Dienel, 2014), there has been growing evidence
over the last few years, which supports this hypothesis
(summarised in Magistretti and Allaman, 2015; Barros and
Deitmer, 2010). The most important evidence is (1) astro-
cytes have more direct access to nutrients provided by the
blood, including glucose; (2) astrocytes are equipped with
the LDH-isoform 5, which converts pyruvate into lactate
whereas neurons mainly have LDH-isoform 1, which con-
verts lactate into pyruvate; (3) cell-dependent expression
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of various isoforms of lactate transporters in astrocytes
and neurons favour transfer of lactate from astrocytes to
neurons (more about these transporters below); (4) lactate
can maintain or restore synaptic and other neuronal func-
tions in the absence of glucose (Schurr et al., 1988). The
advantage for neurons in taking up lactate, converting it
into pyruvate and metabolising it inside the mitochondria
would be that they could at least partly bypass the lavish
glycolysis. Large amounts of ATP are produced upon oxi-
dative phosphorylation and not upon glycolysis, as long
as oxygen supply is secured. Astrocytes on the other hand
could cover their low energy demand largely by perform-
ing glycolysis. Further, energy production from lactate al-
lows neurons to not “burn” some of the consumed glucose
for glycolysis, but to use it to produce antioxidants and ba-
sic substances for biosynthesis via the pentose phosphate
pathway (Fig. 1).
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It seems confirmed that both cell types, neurons and
astrocytes, perform both glycolysis and oxidative phos-
phorylation but, according to the ANLS-hypothesis, they
perform it to different extents; neurons mainly operate
oxidative and astrocytes mainly glycolytic. The exact bal-
ance can vary between the numerous subtypes of neurons
and astrocytes, and also between different regions of the
brain, more or less oxidative neurons and more or less gly-
colytic astrocytes with glycolytic neurons and oxidative
astrocytes being rather exceptions.

According to the ANLS-hypothesis, transport of lac-
tate across the cell membrane, out of astrocytes and
into neurons, is critical. This transport is performed by
the three isoforms of the monocarboxylate transporter-
family (MCT), MCT1, MCT2, and MCT4, which have been
extensively studied by our group for the last 20 years
(Deitmer et al., 2015). The MCT family (SLC16) comprises
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Fig. 2: the astrocyte-neuron-lactate-shuttle hypothesis. The astrocyte-neuron-lactate-shuttle (ANLS) hypothesis indicates that astrocytes
metabolise glucose to lactate, which is then transfered to neurons, where it is used for energy production also under aerobic conditions.
Glucose is taken up from the blood by astrocytes, which make contact with endothelial cells of capillaries using their cellular end feet.
Uptake of glucose occurs via glucose transporter (GLUT) isoform 1. In astrocytes, glucose can either be stored as glycogen or be metabolised
to pyruvate with the yield of ATP. Pyruvate is converted by the enzyme lactate dehydrogenase into lactate and transferred to neurons. For
this, lactate is exported from astrocytes via monocarboxylate transporter (MCT) isoform 1 and 4 and imported into neurons via MCT isoform
2. In neurons, lactate is then converted by the enzyme lactate dehydrogenase isoform 1 (LDH-1) back into pyruvate and further metabolised
in the Tricarbonic acid cycle (TCA) and subsequent oxidative phosphorylation with the yield of ATP. Apart from lactate, neurons also take up
glucose from the parenchyma, which they transport via glucose transporter isoform 3. The imported glucose can either be used for energy
production via glycolysis, citric acid cycle and subsequent oxidative phosphorylation or, alternatively, via the pentose phosphate pathway
(PPP), for production of molecules for biosynthesis and the reducing agent NADPH.



DE GRUYTER

14 isoforms, of which MCT1-4 transport monocarboxylate
anions 1:1 with H* (Fig.3A). Thus, this transport is elec-
troneutral, i.e. it does not generate any current across
the cell membrane. Chaperone proteins, namely basigin
(CD147) and embigin (GP70) support integration of these
MCTs into the cell membrane and their transport activity.

At first, transport properties of MCTs for lactate and
other substances needed to be characterised, which we
did by heterologous expression of MCT isoforms in frog
egg cells (oocytes of Xenopus laevis) in cooperation with
Stefan Broer (Broer et al., 1998, 1999; Dimmer et al.,
2000). In addition to that, several research groups exam-
ined the importance of MCTs for the energy metabolism in
the brain. Based on their findings, the ubiquitous lactate
transporter in almost all tissues and organs is MCT1 with
an average affinity for substrates (K,, for lactate 3-5mM).
MCT?2 is a highly affine lactate transporter (K,, for lactate
0.5-1mM) and is expressed in the brain mainly, possibly
exclusively, by neurons located primarily in postsynaptic
regions. MCT4 is a lactate transporter with low affinity (K,,
for lactate 17-35mM) and high capacity, which is expressed
in the brain mostly by astrocytes. K, values suggest that
MCT1 can be responsible for both import and export of
lactate into and out of cells, while uptake of lactate could
occur mainly via MCT2 and release rather via MCT4.

When looking at the transport of lactate in the brain,
both from blood into the brain parenchyma and from as-
trocytes into neurons, lactate could be transported across
endothelial cells of blood capillaries via MCT1 both from
blood into the brain and also vice versa. MCT2 in neurons
would favour uptake of lactate, where as MCT1 and MCT4
in astrocytes allow release and uptake of lactate.

pH and carbonic anhydrases play
important in MCT transport activity

Based on co-transport of organic anions with protons,
pH in the tissue, inside the cells, and also the H* gradi-
ent across the cell membrane play important regulatory
for the activity of MCT1-4. Thus, extracellular acidification
favours lactate transport into the cell, whereas transport
out of the cell can often only occur against the H* gradient,
hence requires a robust lactate gradient from the inside
to the outside. Regulation of cytosolic pH plays an impor-
tant role for the activity of MCTs and also for all H*-de-
pendent transport processes. Almost all cell types require
a sodium-proton-exchange (Na*/H*) for these processes,
supported by several HCO,-dependent transporters. An
essential transporter in glial cells is the electrogenic so-
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dium-bicarbonate (Na‘*-HCO;) co-transporter (NBCel,
SLC4A4), which transports 2 HCO,with 1 Na*, dependent
on the membrane potential, in both directions across the
cell membrane. In cortical astrocytes we noticed a para-
mount involvement of NBCel in cytosolic pH-regulation
and pH-buffering (Theparambil et al., 2014; Theparambil
and Deitmer, 2015) as, dependent on the electrochemical
gradient for this carrier, NBCel transports HCO, highly
efficiently into or out of the cells. We were able to demon-
strate that NBCel, when it is co-expressed in Xenopus oo-
cytes, increases lactate transport by MCT1 (Becker et al.,
2004) and modulates glycolysis in astrocytes (Rumino et
al., 2011).

H* buffer capacity is a measure in order to avoid rap-
id accumulation of protons during the transport of lactate
on either one or the other side of the cell membrane. Since
there is only a small amount of H* in form of free ions in
the cytosol (30-100nM), but they are rather bound (10—
30mM), also as intracellular mobile H*buffer molecules
(HB), which undergo slow diffusion, local accumulation
of H*/HB can occur quickly. Such local accumulation in
turn inhibits further transport of H* and lactate, which
would be increasingly reduced by the low buffer capacity.
In contrast, all factors, which increase H* buffer capacity
also increase the capacity of the lactate transporter. An
important factor for the buffer capacity in astrocytes is the
rapid transport of HCO, via NBCel. At this point carbonic
anhydrases cooperate with transport activities of MCTs in a
unique manner (Becker et al., 2011, 2014).

Carbonic anhydrases (CA) exist in numerous iso-
forms in almost all cells and organisms and cata-
lyse the reversible hydration of carbon dioxide (CO,),
one of the most important biochemical reactions
(CO, + H,0 <> H* + HCO;). In humans, there are 15 CA-iso-
forms, of which some show cytosolic activity on and inside
cell organelles, and some are active inside the cell mem-
brane and outside of the cell. Apparently, accelerating the
reaction time plays a very important role in vital functions
like respiration, renal function and in many epithelial tis-
sues as well as in the brain, where mainly CA-isoforms II,
IV, XII and XIV exist.

Co-expression of MCT1 and carbonic anhydrase iso-
form II (CAII), the most active and most common isoform,
which exists in almost all cells in the cytosol, in Xenopus
oocytes, surprisingly resulted in a significant increase of
lactate transport. Transport rate was increased 2-3 fold
and even inhibition of the catalytic activity of CAIIl was
not able to diminish this increase. An enzymatically in-
active CAIl mutant lead to an increased MCT1 transport
rate, similar to wildtype CAIl; herewith we were able to
demonstrate a novel non-enzymatic function of CA (Beck-
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Fig. 3: monocarboxylate transporter: stoichiometry and interaction with carbonic anhydrases. (A) Monocarboxylate transporter (MCT)
isoform 1 to 4 transport monocarboxylates such as lactate, pyruvate and the ketone bodies acetoacetate and B-hydroxybutyrate across the
cell membrane. The transporters’ affinity for the substrates varies between the single isoforms. MCTs further mediate transport of several
substances with similar structure like valproic acid (an anti-epileptic), Atorvastatin (brand names Sortis®, Atorvalan®, Lipitor®, administe-
red to lower cholesterin levels), Nateglinid (brand names Starlix®, a drug against type-2 diabetes) and nicotinic acid across the plasma
membrane of epithelial cells in the gastrointestinal tract and kidney as well as across the blood brain barrier. Transport of monocarboxylate
anions always occurs in symport with one proton (H*) and is therefore electroneutral. Transport always occurs down the substrate gradient,
therefore import or export of monocarboxylates depends on their intra- and extracellular concentrations as well as on intra- and extracellu-
lar pH. MCTs require certain chaperone proteins, which are crucial for localisation of transporters within the cell membrane and their
transport activity. Here, isoform MCT1, MCT3 and MCT4 interact with protein CD147 (basigin, EMMPRIN) whereas MCT2 primarily interacts
with GP70 (embigin). (B) Together with different isoforms of carbonic anhydrases (CAs) MCTs can form functional protein complexes,
so-called “transport metabolons”, which increase transport activity of MCTs. For example, MCT1 forms a transport metabolon with carbonic
anhydrases CAll and CAIV. In doing so, intracellular CAll binds to the C-terminus of the transporter whereas extracellular CAIV interacts
presumably not directly with MCT, but with its chaperone protein CD147. In contrast to other transport metabolons, increase of the transport
rate of MCTs is not regulated by the catalytic activity of carbonic anhydrases. They rather seem to function as a “proton antenna” for MCTs,
which mediate the rapid exchange of protons between the transporter and several protonable moeties in its direct vicinity. In the case of the
transport metabolon consisting of MCT1, CAll and CAIlV, the latter would move protons from protonable moeties on the extracellular side of
the cell membrane during the import of lactate and transfer them to MCT1. On the intracellular side on the other hand, CAll would move
protons from the transporter and transfer them to protonable moeties in the vicinity. During the export of lactate, CAll would provide protons
for the transporter on the intracellular side while CAIV would remove them again on the extracellular side. Based on this proton shuttle, the
proton gradient would be stabilised in the direct vicinity of the transporter, and its activity would increase.

1 lac

er et al., 2011, 2014). Next, we investigated the specificity ~occurs in heterologous expression systems (frog oocyte),
of the interaction between MCT and CA and found that but also in murine astrocytes (Stridh et al., 2012).

also MCT2 and MCT4 interact with some but not with all
of the analysed CA isoforms. We noticed that these inter-
actions are isoform-specific; therefore, CAII interacts with
MCT1 and MCT4, but not with MCT2, whereas extracellu-
lar CAIV and CAIX increase transport activity of all three
MCT-isoforms, and CAI and CAIIl interact with none of the
analysed MCT-isoforms.

While elucidating mechanisms of this functional
“transport metabolon” (Becker et al., 2014, Deitmer et
al., 2015), it was found that CA binds to MCT and thereby
acts as kind of a “proton antenna” and increases the local
H* buffer capacity (Fig.3B) (Becker et al., 2011, Noor et
al., 2015; Deitmer et al., 2015). We then showed that this
non-enzymatic interaction between MCT and CA not only

Conclusions

The global energy supply for the brain, and also at the cel-
lular level, are complex systems consisting of metabolic
and transport processes, which are tightly regulated. The
pH in the brain parenchyma as well as inside cells plays a
critical role for these processes. We have only just started
to understand the protein networks, which enable effi-
cient distribution of nutrients and energy carriers. Since
many neurological disorders are directly or indirectly
linked with the energy supply of cells and whole brain
areas, metabolite transport, metabolic pathways and pH
regulation could represent potential targets for therapeu-
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tic drugs. We yet have to understand the described pro-
cesses in more detail, especially to what extent they occur
in different brain regions, and how targeted interventions
into these processes are possible. It seems certain that en-
ergy metabolism and energy distribution in the brain will
be of preeminent interest in the field of neurobiology and
clinical neurology in the future.

References

Barros, L.F. and Deitmer, J.W. (2010). Glucose and lactate supply to
the synapse. Brain Res. Rev. 63, 149-159.

Becker, H., Broer, S. and Deitmer, J.W. (2004). Facilitated lactate
transport by MCT1 when coexpressed with the sodium
bicarbonate cotransporter (NBC) in Xenopus oocytes. Biophys.
). 86, 235-247.

Becker, H.M., Klier, M., Schiiler, C., McKenna, R. and Deitmer, J.W.
(2011). The intramolecular proton shuttle supports not only
catalytic, but also non-catalytic function of carbonic anhydrase
1. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 108, 3071-3076.

Becker, H.M., Klier, M. and Deitmer, J.W. (2014). Carbonic anhydrase
and their interplay with acid/base-coupled membrane
transporters. In: Carbonic Anhydrase: Mechanism, Regulation,
Links to Disease and Industrial Applications. (eds. Susan Frost,
Robert McKenna) Subcell. Biochem. 75, 105-134.

Broer, S., Schneider, H., Broer, A. and Deitmer, J.W. (1998). Charac-
terization of the monocarboxylate transporter 1 expressed in
Xenopus laevis oocytes by changes in cytosolic pH. Biochem. ).
174,167-174.

Broer, S., Broer, A., Schneider, H., Stegen, C., Halestrap, A.P. and
Deitmer, J.W. (1999). Characterization of the high-affinity
monocarboxylate transporter MCT2 in Xenopus laevis oocytes.
Biochem. ). 535, 529-535.

Brooks, G.A. (2009). Cell-cell and intracellular lactate shuttles. ).
Physiol. 587, 5591-5600.

Deitmer, J.W. and Rose, C.R. (2010). lon changes and signaling
perisynaptic glia. Brain Res. Rev. 63, 113-129.

Deitmer, J.W., Theparambil, S.M., Ruminot I. and Becker, H.M.
(2015). The role of membrane acid/base transporters and
carbonic anhydrases for cellular pH and metabolic processes.
Front. Neurosci. 8: 430, doi:10.3389/fnins. 2014.00430.

Dienel, G.A. (2014). Lactate shuttling and lactate use as fuel after
traumatic brain injury: metabolic considerations. ). Cereb.
Blood Flow Metab. 34, 1736-1748.

Dimmer, K.S., Friedrich, B., Lang, F., Deitmer, J.W. and Brder, S.
(2000). The low-affinity monocarboxylate transporter MCT4
is adapted to the export of lactate in highly glycolytic cells.
Biochem. ). 350, 219-227.

Golgi, C. (1882-1883). Sulla fine anatomia degli organi centrali del
sisterna nervoso.

Harris, J.). and Attwell, D. (2012). The Energetics of CNS White
Matter. J. Neurosci. 32, 356-371.

Jakoby, P., Schmidt, E., Ruminot, I., Gutierrez, R., Barros, L.F. and
Deitmer, ).W. (2014). Higher transport and metabolism of
glucose in astrocytes compared to neurons: A multiphoton

J. W. Deitmer et al.: Our hungry brain = A7

study of hippocampal and cerebellar tissue slices. Cereb Cortex
24,222-231.

Magistretti, P.J. and Allaman, I. (2015). A Cellular Perspective on
Brain Energy Metabolism and Functional Imaging. Neuron 86,
883-901.

Magistretti, P.J., Pellerin, L., Rothman, D.L. and Shulman, R.G.
(1999). Energy on demand. Science 283, 496-497.

Noor, S.1., Dietz, S., Heidtmann, H., Boone, C.D., McKenna, R.,
Deitmer, J.W. and Becker, H.M. (2015). Analysis of the Binding
Moiety Mediating the Interaction between Monocarboxylate
Transporters and Carbonic Anhydrase Il. J. Biol. Chem. 290,
4476-4486.

Ruminot, I., Gutiérrez, R., Pefia-Miinzenmavyer, G., Aiiazco, C.,
Sotelo-Hitschfeld, T., Lerchundi, R., Niemeyer, M., Shull, G.E.
and Barros, L.F. (2011). NBCe1 mediates the acute stimulation
of astrocytic glycolysis by extracellular K*. J. Neurosci. 31,
14264-71.

Schurr, A., West, C. A. and Rigor, B.M. (1988). Lactate-supported
synaptic function in the rat hippocampal slice preparation.
Science 240, 1326-1328.

Stridh, M., Alt, M., Wittmann, S., Heidtmann, H., Aggarwal, A.,
Riederer, B., Seidler, U., Wennemuth, G., McKenna, R., Deitmer,
J.W. and Becker, H.M. (2012). Lactate fluxes in astrocytes
enhanced by a non-catalytic action of carbonic anhydrase Il. ).
Physiol. 590.10, 2333-2351.

Theparambil, S.M., Ruminot, I., Schneider, H.P., Shull, G.E. and
Deitmer, J.W. (2014). The electrogenic sodium-bicarbonate
cotransporter NBCel is a high-affinity bicarbonate carrier in
mouse cortical astrocytes. ). Neurosci. 34, 1148-1157.

Theparambil, S.M. and Deitmer, J.W. (2015). High effective cytosolic
H* buffering in mouse cortical astrocytes attributable to fast
bicarbonate transport. Glia 63, 1581-1594.

Bionotes

Dr. Joachim W. Deitmer

Fachbereich Biologie, TU Kaiserslautern,
Postfach 3049, 67653 Kaiserslautern,
E-Mail: deitmer@bio.uni-kl.de,

Tel.: +49 6312052877

Joachim W. Deitmer is senior professor at the faculty of biology

of TU Kaiserslautern. Between 1989 and 2015 he was head of the
department of general zoology at the TU. His research focused on
membrane transport of lactate, bicarbonate and protons as well as
calcium, pH and bicarbonate regulation and signalling in glia cells.
He especially focused on monocarboxylate transporters (MCT), sodi-
um-bicarbonate co-transporter (NBC) and carbonic anhydrases.



A8 —— ). W. Deitmer et al.: Our hungry brain

Dr. Shefeeq M. Theparambil
Fachbereich Biologie, TU Kaiserslautern,
Postfach 3049, 67653 Kaiserslautern

Shefeeq M. Theparambil holds a Msc in biophysics (Bangalore,
India), started his PhD in Deitmer’s lab in 2010 and worked there as
a postdoc between 2014 and 2016. His research focuses on regula-
tion of pH and bicarbonate in astrocytes and their functional impact
on metabolism.

Dr. Ivan Ruminot
Fachbereich Biologie, TU Kaiserslautern,
Postfach 3049, 67653 Kaiserslautern

Ivan Ruminot received his PhD in L.F. Barros™ lab and after that
worked as a postdoc in Deitmer’s lab between 2012 and 2015. He
was working on functional interactions between pH and lactate as
well as glucose metabolism in astrocytes. He now works as junior
group leader at the CECS in Valdivia, Chile.

DE GRUYTER

Dr. Holger M. Becker
Fachbereich Biologie, TU Kaiserslautern,
Postfach 3049, 67653 Kaiserslautern

Holger M. Becker received his PhD in Deitmer’s lab in 2005; after

a few years of postdoc he became junior professor at the faculty

of biology at the TU Kaiserslautern and habilitated there 2015. His
research focused on functional protein interactions between mono-
carboxylate transporters and carbonic anhydrases and their effects
on the energy metabolism, first in Xenopus oocytes and since a few
years also in tumour cells.



DE GRUYTER

Neuroforum 2017; 23(1): 13-22

Ubersichtsartikel

Andreas Vlachos*, Klaus Funke und Ulf Ziemann

Untersuchung und Modulation kortikaler
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Zusammenfassung: Die Transkranielle Magnetstimulati-
on (TMS) ist eine nicht-invasive Hirnstimulationstechnik,
die zu diagnostischen, therapeutischen und wissenschaft-
lichen Zwecken in der Neurologie und Psychiatrie einge-
setzt wird. Sie beruht auf dem physikalischen Grundprin-
zip der elektromagnetischen Induktion und ermdoglicht
die lokale Aktivierung kortikaler Areale durch den intak-
ten Schédel des wachen Probanden oder Patienten. Eine
sogenannte repetitive TMS (rTMS) kann zu anhaltenden
Verdanderungen der kortikalen Erregbarkeit fithren. Die
TMS stellt somit einen vielversprechenden Ansatz zur
nicht-invasiven Untersuchung neuronaler Netzwerke,
sowie deren lang anhaltender Beeinflussung dar. Trotz
ihres mittlerweile breiten klinischen Einsatzes, sind die
zelluldren und molekularen Wirkmechanismen der TMS
noch nicht genau gekldrt. Etablierte Therapiekonzepte
gehen von einer Wiederherstellung einer krankheitsbe-
dingt veranderten kortikalen Erregbarkeit aus, die auf ei-
ner , Langzeit-Potenzierung“ oder ,,Langzeit-Depression*
erregender Synapsen beruhen kénnte. Tatsdachlich zeigen
tierexperimentelle Studien, dass die rTMS in der Lage ist,
anhaltende Verdnderungen erregender Neurotransmissi-
on zu bewirken. Es bleibt allerdings unklar, auf welche
Weise synaptische Verdnderungen, die durch eine elekt-
romagnetische Aktivierung der Hirnrinde bewirkt werden
und demnach nicht kontext- oder verhaltensspezifisch
sind, einen positiven Einfluss auf Hirnfunktionen haben.
Neuere Befunde deuten nun darauf hin, dass die rTMS in
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der Lage ist, neben erregenden auch hemmende neuro-
nale Netzwerke anhaltend zu beeinflussen. So gelang es
nachzuweisen, dass 10 Hz repetitive Magnetstimulation
zu einer kalziumabhédngigen , Langzeit-Depression” in-
hibitorischer GABAerger Synapsen fiihrt. Da der Vermin-
derung hemmender Neurotransmission (=Disinhibition)
eine wichtige Rolle bei der Bahnung assoziativer Plasti-
zitdt erregender Synapsen beigemessen wird, ist davon
auszugehen, dass rTMS-induzierte Disinhibition die Aus-
bildung kontext- und verhaltensspezifischer synaptischer
Veranderungen begiinstigt. Das Modell der rTMS-indu-
zierten lokalen Disinhibition bietet somit einen attraktiven
Erklarungsansatz fiir die Beobachtung, dass eine schein-
bar unspezifische exogene Magnetstimulation spezifische
endogene strukturelle, funktionelle und molekulare Ver-
anderungen kortikaler Synapsen férdern kénnte. Unter-
suchungen zu Wirkungen rTMS-induzierter Disinhibition
auf synaptische Plastizitét in geeigneten Tiermodellen (in
vitro und in vivo) sind Gegenstand aktueller Forschung.
Neben ihrem diagnostischen und therapeutischen Poten-
zial stellt die TMS somit auch einen vielversprechenden
methodischen Ansatz zur Durchfiihrung klinisch orien-
tierter translationaler Plastizitatsstudien dar.

Schliisselworter: nicht-invasive Hirnstimulation; synapti-
sche Plastizitat; Disinhibition; Interneurone

Einfiihrung

Die Fahigkeit des Gehirns, auf einen spezifischen Stimu-
lus mit strukturellen, funktionellen und molekularen Ver-
danderungen zu reagieren wird im Allgemeinen als Plas-
tizitdt bezeichnet (Konorski 1948). Aktivitdtsabhingige
Verdanderungen an den Kontaktstellen zwischen Nerven-
zellen, sogenannte synaptische Plastizitat, spielt hierbei
eine auf3erordentlich wichtige Rolle bei physiologischen
Hirnfunktionen, wie beispielsweise Lern- und Gedacht-
nisprozessen oder Orientierung in Raum und Zeit. In den
letzten Jahrzehnten wurden in diesem Kontext zelluldre
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und molekulare Wirkmechanismen der sogenannten asso-
ziativen Plastizitat (Hebb 1949), die als zelluldres Korrelat
kontext- und verhaltensspezifischer Anpassungsreaktio-
nen im Gehirn gilt, intensiv beforscht (siehe z. B. Bliss und
Collingridge 1993; Nicoll und Roche 2013).

Hinweise fiir plastische Veranderungen im Gehirn des
Menschen gehen unter anderem auf TMS-Studien zuriick
(Ziemann et al. 2008). Bei der TMS handelt es sich um ein
nicht-invasives Hirnstimulationsverfahren, das auf dem
physikalischen Prinzip der elektromagnetischen Induk-
tion beruht. Hierbei wird ein sehr kurzes (~500ps) und
starkes Magnetfeld (>1Tesla) mittels einer geeigneten Spu-
le iiber dem Schidel des Probanden/Patienten aufgebaut
(Abb. 1a). Dieses Feld fiihrt innerhalb des Schidels zur
Induktion elektrischer Felder im Gehirn, die eine Aktivie-
rung von Nervenzellen bewirken. Da die Magnetfelder die
Haut und den intakten Schidelknochen durchdringen (=
transkranial), gilt dieses Stimulationsverfahren als nicht-
invasiv. Die TMS gilt unter Beachtung etablierter Sicher-
heitsrichtlinien (Rossi et al. 2009) als ungefdhrlich und
wird im Allgemeinen gut toleriert.

Die Effekte einzelner TMS-Pulse {iber dem priméren
Motorkortex werden typischerweise durch die Ableitung
sogenannter Motorisch Evozierter Potenziale (MEP) im
Zielmuskel erfasst und quantifiziert (Abb.1b). Kombi-
nierte Stimulationen des Motorkortex und Riickenmarks
dienen hierbei der diagnostischen Bestimmung der zen-
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tralmotorischen Leitungszeit, die z.B. bei demyelinisie-
renden Erkrankungen wie Multipler Sklerose verlangert
ist. Die Applikation von Reizziigen mit mehreren hundert
TMS-Pulsen (repetitive TMS, rTMS) iiber dem Motorkortex
kann zu einer anhaltenden Verdnderung der kortikalen
Erregbarkeit fiihren: Hochfrequente rTMS (>5Hz) bewirkt
typischerweise eine Erh6hung der kortiko-spinalen Erreg-
barkeit, gemessen als Zunahme der MEP-Amplitude, wo-
hingegen niederfrequente rTMS (1Hz) selbige herabsetzt.
Basierend auf pharmakologischen Studien und Analogi-
en zu Kklassischen Plastizitdtsexperimenten der Grund-
lagenforschung wurde die Hypothese aufgestellt, dass
rTMS-induzierte Verdanderungen der kortikalen Erregbar-
keit eine Langzeitpotenzierung bzw. Langzeitdepression
erregender Kontakte zwischen Nervenzellen darstellen
konnte (Ziemann et al. 2008). Tatsdchlich gelang es in or-
ganotypischen Hirnschnittkulturen nachzuweisen, dass
repetitive Magnetstimulation strukturelle, funktionelle
und molekulare Verdnderungen an erregenden Synapsen
induziert, die einer Langzeitpotenzierung und somit asso-
ziativer synaptischer Plastizitit entsprechen (Vlachos et
al. 2012). Scheinbar konsistent mit diesen Befunden zeig-
te sich, dass rTMS das Lernverhalten im Tierexperiment
verbessert (Mix et al. 2010) und Bewegungslernen nach
einem Schlaganfall beim Menschen férdern kann (Brodie
et al. 2014; Volz et al., 2016). Es bleibt allerdings unklar,
auf welche Weise aktivitdtsabhdngige Modifikationen von

MEP

Abb. 1: Transkranielle Magnetstimulation (TMS). (a) Darstellungen transkranieller Magnetstimulation (b) des Motorkortex und Riickenmarks.
Die Effekte der TMS werden mittels Ableitung von Motorisch Evozierten Potentialen (MEP) quantifiziert.
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Nervenverbindungen, die durch mehrere hundert exogene
Magnetpulse bewirkt werden, komplexe Hirnfunktionen
beim Gesunden und Kranken verbessern kdnnten.

Rolle inhibitorischer Netzwerke
bei assoziativer synaptischer
Plastizitat

Die Bedeutung hemmender neuronaler Netzwerke fiir
physiologische Hirnfunktionen wurde in den letzten Jah-
ren intensiv beforscht (Tremblay et al. 2016). Davon ausge-
hend, dass inhibitorische Interneurone die Aktivitit und
Erregbarkeit neuronaler Netzwerke kontrollieren, wurde
die Hypothese aufgestellt, dass eine Reduktion hemmen-
der Neurotransmission, sogenannte Disinhibition, Lern-
und Geddchtnisprozesse und somit auch assoziative syn-
aptische Plastizitdt erregender Synapsen bahnen koénnte.
Tatsachlich gelang es in Tierexperimenten aufzuzeigen,
dass eine Reduktion GABAerger Inhibition Lern- und Ge-
dachtnisprozesse begiinstigt, wohingegen erh6hte Inhibi-
tion Plastizitdt hemmt (Tremblay et al. 2016). Mittlerweile
gilt als gesichert, dass lokale disinhibitorische Netzwerke
eine zentrale regulatorische Rolle bei Lern-/Gedéchtnis-
prozessen spielen (Letzkus et al. 2015).

Neben der Plastizitdt GABAerger Synapsen (Froemke
2015) kann eine lokale Disinhibition durch eine Reihe un-
terschiedlicher Netzwerkmotive erzielt werden: z. B. durch
(1) herabgesetzte glutamaterge Aktivierung lokaler hem-
mender Interneurone, (2) erh6hte Aktivitit inhibitorischer
Projektionsneurone, die lokale inhibitorische Interneu-
rone anderer kortikaler Areale hemmen, oder (3) durch
neuromodulatorische Projektionsbahnen, die aktivierend
auf spezifische lokale Interneurone wirken, die wiederum
die Hemmung anderer lokaler Interneurone vermitteln
(Abb. 2; Letzkus et al. 2015).

Die klinische Relevanz dieser Mechanismen spiegelt
sich auch in der Tatsache wider, dass Storungen der so-
genannten Erregungs-/Hemmungs-Balance fiir das Auf-
treten neurologischer und psychiatrischer Symptome
verantwortlich gemacht werden (z. B. Nelson und Valakh
2015). Aus Kklinischer Sicht erscheint somit die Untersu-
chung und Modulation (dis)inhibitorischer Netzwerke
duflerst attraktiv. Geeignete diagnostische und/oder inter-
ventionelle Mafinahmen kdnnten diesbeziiglich die Fahig-
keit des menschlichen Gehirns zur Expression endogener
Plastizitét erfassen und dariiber hinaus beeinflussen. Die
TMS stellt in diesem Kontext ein iiberaus interessantes kli-
nisches Werkzeug dar.
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Abb. 2: Netzwerkmotive lokaler Disinhibition. Neben einer
,Langzeit-Depression* inhibitorischer Synapsen auf Pyramidenzel-
len kann eine lokale Disinhibition durch eine Reihe unterschiedli-
cher Netzwerkmotive erzielt werden: z. B. durch (a) herabgesetzte
glutamaterge Aktivierung lokaler hemmender Interneurone,

(b) erhéhte Aktivitat inhibitorischer Projektionsneurone, die lokale
Interneurone innervieren, oder (c) durch neuromodulatorische
Projektionsbahnen (z. B. cholinerge Projektionen; Acetylcholin,
ACh), die aktivierend auf spezifische lokale Interneurone wirken, die
wiederum die Hemmung anderer lokaler Interneurone vermitteln.

TMS-basierte Untersuchung
inhibitorischer kortikaler Netzwerke

Funktionelle Untersuchungen intra- und interkortikaler
Inhibition im Motorkortex des Menschen gehen iiberwie-
gend auf TMS-Studien zuriick (Di Lazzaro und Ziemann
2013). In diesem Bereich wurde in den letzten Jahren eine
Reihe spezifischer Doppelpulsprotokolle etabliert: So be-
ruht die Untersuchung der sogenannten ,short-interval
intracortical inhibition* (SICI) auf der Applikation eines
unterschwelligen konditionierenden TMS-Pulses, der
selbst kein MEP induziert, gefolgt von einem iiberschwel-
ligen Test-Puls innerhalb eines kurzen Intervalls (1-5ms),
wohingegen bei der Untersuchung sogenannter ,long-
interval intracortical inhibition“ (LICI) zwei iiberschwelli-
ge TMS-Pulse mit langerem Intervall (50-200ms) gepaart
werden. In beiden Fillen kommt es zu einer intervallab-
héangigen Inhibition des durch den Test-Puls ausgeldsten
MEPs. Wahrend die zugrundeliegenden Netzwerkmecha-
nismen noch ungeklirt sind (Di Lazzaro und Ziemann
2013), geht man davon aus, dass der erste Puls eine cha-
rakteristische (direkte oder indirekte) Aktivierung inhibi-
torischer Interneurone bewirkt, die eine quantifizierbare
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Abschwachung des Test-MEPs zur Folge hat. Pharmakolo-
gische Studien deuten darauf hin, dass SICI den Einfluss
ionotroper GABA,-Rezeptoren abbildet, wdhrend LICI
eher auf metabotrope GABA;-Rezeptor zuriickzufiihren
ist (Ziemann et al. 2015). Demnach erméglichen charak-
teristische TMS-Protokolle prinzipiell die nicht-invasive,
funktionelle Untersuchung lokaler kortikaler Inhibition
im Motorkortex des Menschen.

Eine bedeutende Limitierung stellt in diesem Kon-
text allerdings die Tatsache dar, dass zur Quantifizierung
der TMS-Effekte die Ableitung von MEPs erforderlich ist.
Abgesehen von der Tatsache, dass es sich hierbei um die
Messung von Potenzialen handelt, die nicht unmittelbar
am Ort der Stimulation abgeleitet werden, sondern nach-
geschaltet mindestens zwei Synapsen vom stimulierten
Motorkortex entfernt liegen (Abb. 1b), lassen sich diese
Protokolle auch nicht auf andere (krankheitsrelevan-
te) Hirnareale iibertragen. Ein direkter Bezug zwischen
MEP-Amplitude und kortikaler Erregbarkeit bleibt durch
den ungeklarten Einfluss der ,,Filterfunktionen“ kortiko-
spinaler Synapsen sowie der motorischen Endplatte kont-
rovers. In diesem Zusammenhang zeichnen sich intensive
Bemiihungen ab, mittels TMS-evozierter elektroenzepha-
lografischer (EEG) Potenziale kortikale Inhibition unab-
hingig vom stimulierten Kortexareal direkter zu erfassen
(Rogasch und Fitzgerald 2013; Premoli et al. 2014). Un-
terstiitzt werden diese Anséatze durch weitere Verfahren,
wie z. B. GABA-Magnetresonanzspektroskopie (Stagg et al.
2011). Inwiefern plastizitits-induzierende rTMS-Protokol-
le allerdings in der Lage sind, TMS-evozierte EEG-Signale
lang anhaltend zu modulieren und welche Mechanismen
diesen Anderungen zugrunde liegen, wurde bislang nicht
systematisch untersucht.

rTMS-induzierte Modulation
inhibitorischer Netzwerke

Wahrend der Einfluss der r-TMS auf erregende Synapsen
tierexperimentell als gesichert gilt (Tang et al. 2015),
bleiben rTMS-induzierte Verdnderungen hemmender
Synapsen wenig erforscht. Es liegen allerdings robus-
te Grundlagendaten vor, die aufzeigen, dass spezifische
rTMS-Protokolle kalziumbindende Molekiile beeinflus-
sen, die als Aktivitdts- und Plastizitdtsmarker inhibitori-
scher Interneurone gewertet werden konnen (Caroni 2015).
So bewirkt beispielsweise die sogenannte intermittierende
theta-burst Stimulation (iTBS) eine Reduktion der Parval-
bumin (PV)-Expression in hemmenden Neuronen des Rat-
tenkortex, wohingegen eine kontinuierliche theta-burst
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Stimulation (cTBS) und eine niederfrequente rTMS (1 Hz)
eher die Calbindin-Expression in einer anderen Klasse von
inhibitorischen Neuronen reduzieren (Benali et al. 2011).
Da PV-positive Interneurone die somatische Inhibition
von Projektionsneuronen vermitteln, wahrend Calbindin-
positive Interneurone auf Dendriten wirken, deuten diese
Arbeiten daraufhin, dass die rTMS je nach Stimulations-
protokoll spezifische Aspekte der Netzwerk-Inhibition
(z.B. Kontrolle der Ausgangs- vs. Eingangsaktivitdt an
Pyramidenzellen) beeinflussen kdnnte. Interessanterwei-
se zeigte sich in den bisherigen Studien vornehmlich eine
Abnahme der entsprechenden Markermolekiile im Sinne
einer rTMS-induzierten Disinhibition.

Bisher nicht publizierte Daten deuten darauf hin, dass
Interneurone mit reduzierter PV-Expression weniger kor-
tikale glutamaterge Eingdnge haben, als solche mit einer
hohen PV-Expression (siehe hierzu auch Abb. 2). Ahnliche
Zusammenhange zwischen PV-Expression und der Balan-
ce erregender zu hemmenden synaptischen Eingdngen
wurden auch im Hippokampus von Mausen beschrieben
(Donato et al. 2013). Eine elektrophysiologische Studie
im primédren somatosensorischen Kortex der Ratte zeigte
dann auch, dass eine durch iTBS-rTMS-induzierte Abnah-
me der PV-Expression von einer Steigerung sensorischer
Antworten begleitet ist (Thimm und Funke 2015), die ur-
sachlich fiir die zuvor beschriebene Steigerung der Lern-
leistung sein kénnte (Mix et al. 2010), sodass diese Studi-
en das Model der rTMS-induzierten Disinhibition stiitzen.
Allerdings lassen Untersuchungen inhibitorischer Aktivi-
tdts- und Plastizitditsmarker nur indirekte Aussagen iiber
rTMS-induzierte funktionelle Verdnderungen inhibitori-
scher Synapsen zu.

rTMS-induzierte Langzeit-
Depression inhibitorischer
Synapsen

In einer aktuellen Studie untersuchten wir die Effekte
der repetitiven Magnetstimulation (rMS) auf strukturel-
le, funktionelle und molekulare Eigenschaften inhibito-
rischer Synapsen (Lenz et al. 2016). In organotypischen
Hirnschnittkulturen der Maus gelang es mittels Einzelzell-
ableitungen zu zeigen, dass rMS tatsdchlich in der Lage
ist, eine Abschwachung inhibitorischer Neurotransmis-
sion zu bewirken. Diese funktionellen Verdnderungen
gehen mit strukturellen und molekularen Anderungen
inhibitorischer Postsynapsen einher: einer Verkleinerung
und Destabilisierung von Gephyrin-Aggregaten, den wich-
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tigsten postsynaptischen Ankermolekiilen der GABA,-
Rezeptoren (Tyagarajan und Fritschy 2014; Kneussel und
Hausrat 2016).

Die rMS-induzierte Abschwidchung inhibitorischer
Neurotransmission erfordert die Aktivierung von span-
nungsabhdngigen Natriumkandlen, NMDA-Rezeptoren
und L-Typ spannungsabhingigen Kalziumkandlen wah-
rend der Stimulation. AuBerdem sind die Effekte in An-
wesenheit eines Inhibitors der Calcineurin-abhédngigen
Phosphatase nicht nachweisbar. Wir schlief3en aus diesen
Befunden, dass rMS kalziumabhdngige Phosphorylie-
rungs-/Dephosphorylierungsreaktionen induziert, die zu
einer Destabilisierung von Gephyrin-Aggregaten fiihren
kénnen und dadurch eine lang anhaltende Verminderung
der GABAergen Neurotransmission bewirken. Die durch
extrasynaptische GABA-Rezeptoren vermittelte tonische
Inhibition war in unseren Experimenten nach rMS nicht
verdndert (Lenz et al., 2016).

Die pharmakologische Hemmung Calpain-abhdngiger
Proteasen konnte die Effekte der rMS nicht verhindern. Da
Calpain unter anderem fiir die kalziumabhdngige Degra-
dation von Gephyrin unter Bedingungen einer Ubererre-
gung verantwortlich gemacht werden kann (Tyagarajan
und Fritschy 2014), legen diese Daten nahe, dass das ein-
gesetzte 10Hz rMS-Protokoll nicht zu einer iibermafligen
und potenziell toxischen Erregung neuronaler Netzwerke
fiihrt, die sonst mit einem proteolytischen Abbau essenzi-
eller synaptischer Bestandteile einhergeht.

Die rTMS-induzierten Verdnderungen von Gephyrin
lief3en sich auch in vivo in andsthesierten Mdusen nach-
weisen, sodass unsere Arbeiten insgesamt aufzeigen, dass
die rTMS ein vielversprechendes Interventionsverfahren
zur Beeinflussung Gephyrin-abhdngiger inhibitorischer
Neurotransmission darstellt. Dieser Schluss ist von klini-
scher Bedeutung, da Verdnderungen des humanen Gen-
locus fiir Gephyrin mit einem erhdhten Risiko zur Aus-
bildung von Autismus, Schizophrenie und Epilepsie in
Verbindung gebracht wird (Lionel et al. 2013). Gemeinsam
mit den oben beschriebenen Arbeiten zu den Effekten der
rTMS auf Markermolekiile hemmender Interneurone zei-
gen diese Arbeiten, dass die rTMS in der Lage ist, anhal-
tende Verdnderungen inhibitorischer Neurotransmission
im Sinne einer Disinhibition zu bewirken.
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Wechselwirkung zwischen
rITMS-induzierten Veranderungen
an hemmenden und erregenden
Synapsen?

Offensichtlich ist es mittels rTTMS moglich, sowohl hem-
mende als auch erregende Synapsen zu modulieren. In-
teressanterweise zeigen unsere Experimente, dass beide
Prozesse kalziumabhangig sind und die Aktivierung von
NMDA-Rezeptoren und L-Typ spannungsabhdngigen Kal-
ziumkanilen erfordern (Vlachos et al. 2012; Lenz et al.
2015, 2016). Hieraus ergibt sich die wichtige Frage nach
der zeitlichen, ortlichen und molekularen Wechselwir-
kung zwischen rTMS-induzierten inhibitorischen und ex-
zitatorischen synaptischen Verdnderungen.

Basierend auf dem vorgestellten Modell der rTMS-
induzierten Disinhibition ergibt sich die interessante Hy-
pothese, dass die rTMS vornehmlich auf hemmende Sy-
napsen wirken konnte, wohingegen die Verdnderungen
erregender Synapsen ein Ergebnis der ,,Disinhibitions-
bedingten Bahnung assoziativer synaptischer Plastizitat®
darstellen konnte. Tatsdachlich zeigen unsere in vitro Ex-
perimente, dass es nach 10 Hz rMS nicht zu einer unmit-
telbaren post-tetanischen Verstarkung erregender Synap-
sen kommt, wie sie bei lokaler elektrischer Stimulation in
Kklassischen LTP-Experimenten beobachtet wird. Vielmehr
kommt es zu einer langsamen Potenzierung erregender
Synapsen innerhalb der ersten 1-2 h nach Stimulation, die
2-4 h nach Stimulation ein Plateau erreicht (Vlachos et al.
2012). Dagegen ldsst sich eine Verdnderung der Expressi-
on inhibitorischer Markermolekiile im Rattenkortex be-
reits ca. 30 Minuten nach rTMS nachweisen (Hoppenrath
und Funke 2013). Diese Beobachtungen unterstiitzen die
Hypothese, dass die Plastizitdt erregender Synapsen nicht
unmittelbarer Effekt der rTMS ist. Vor diesem Hintergrund
erscheint die Untersuchung der genauen zeitlichen Abfol-
ge rTMS-induzierter Langzeit-Depression inhibitorischer
Synapsen (Lenz et al. 2016) und rTMS-induzierter Verédn-
derungen erregender Synapsen (Vlachos et al. 2012) iiber-
aus wichtig. Experimente, in denen die Netzwerkaktivitat
vor, wahrend und nach rTMS systematisch moduliert wird
(z.B. mittels pharmakologischer oder optogenetischer
Techniken) konnten in diesem Zusammenhang wichtige
Erkenntnisse zur Frage beitragen, inwiefern die Effekte
der rTMS vom Aktivitdtszustand des Netzwerkes abhdngig
sind. Wir sind zuversichtlich, dass diese Studien den Ein-
fluss rTMS-induzierter Disinhibition auf Metaplastizitat
und homdostatische Plastizitdt beleuchten werden und
dariiber hinaus wichtige Beitrdge zu der jlingst gefiihrten
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Diskussion beziiglich einer erheblichen inter- und intra-
individuellen Variabilitdt der rTMS-Effekte beim Men-
schen beitragen konnen (Muller-Dahlhaus et al. 2008;
Hamada et al. 2013; Lopez-Alonso et al. 2014). Es ist inte-
ressant in diesem Kontext zu vermuten, dass die zellula-
ren und molekularen Prozesse, die durch ein spezifisches
rTMS-Protokoll per se induziert werden, wenig variabel
sind, die Langzeiteffekte aber sehr wohl von inter- und
intra-individuellen Faktoren abhéngig sein konnten (z. B.
Alter, Aufmerksamkeitszustand, Tageszeit der Stimulation
etc. — Ridding und Ziemann 2010).

Synapsenspezifische Effekte der
rTMS

Das Modell der rTMS-induzierten Disinhibition bietet ei-
nen interessanten Erklarungsansatz fiir die Beobachtung,
dass eine scheinbar unspezifische exogene Stimulation
kortikaler Netzwerke zu kontext- und verhaltensspezifi-
schen Verdnderungen fiihren kann. So wire beispielsweise
denkbar, dass vor einer rehabilitativen Trainingsmafinah-
me nach einem Schlaganfall 10Hz rTMS oder iTBS einge-
setzt wird, um den Trainingseffekt durch ,,Disinhibitions-
bedingte Bahnung assoziativer Plastizitdt* an spezifischen
erregenden Synapsen zu unterstiitzen (Volz et al. 2016).
Der Einfluss rTMS-induzierter Disinhibition auf physiolo-
gische und pathologische Hirnfunktionen ist Gegenstand
aktueller Forschung.

Tatsdchlich gelang es bereits zu zeigen, dass die rMS
in der Lage ist, Plastizitdt an spezifischen Synapsen einer
Zelle zu induzieren (Abb. 3). So konnten nachgewiesen
werden, dass 10 Hz rMS vornehmlich auf dendritische
aber nicht somatische Inhibition wirkt (Lenz et al. 2016).
Dasselbe Stimulationsprotokoll fiihrt wiederum zu einer
Potenzierung somanaher erregender Synapsen auf klei-
nen dendritischen Dornen (Vlachos et al. 2012; Lenz et al.
2015). Die genauen Mechanismen, die zu diesen spezifi-
schen Effekten fiihren, sind noch nicht geklart. Nichts-
destotrotz ist es aus anatomischer Sicht ein interessantes
Konzept, dass spezifische rTMS-Parameter zu einer se-
lektiven Verstarkung somanaher erregender Synapsen
auf Projektionsneuronen fiihren kénnten, z. B. thalamo-
kortikaler Projektionen in Schicht IV des Kortex, wahrend
dendritische Disinhibition die Fahigkeit zur Ausbildung
assoziativer Plastizitdt an Dendriten der dufieren Assozia-
tionsschichten bahnen konnte. Inwiefern diese synapsen-
spezifischen Effekte der rMS, die auf CA1 — Pyramidenzel-
len in organtypischen Schnittkulturen des Hippokampus
nachweisbar sind, auch auf andere Neurone und Netzwer-
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ke des Kortex iibertragen werden kénnen, muss geklart
werden.

10Hz rMS

Inhibition
(vermindert)

proximale .=
Erregung

(verstarkt)

Abb. 3: Synapsenspezifische Effekte der repetitiven Magnetstimula-
tion (rMS). Trotz des verhiltnisméRig grofen induzierten elektroma-
gnetischen Feldes kann die rMS differenzielle Effekte an spezifi-
schen Synapsen einer Pyramidenzelle induzieren. In vitro
Experimente zeigen, dass 10 Hz rMS zu einer Abschwéchung
dendritischer Inhibition sowie Verstarkung somanaher erregender
Synapsen auf kleinen dendritischen Dornen fiihrt. Die genauen
Mechanismen, die zu diesen spezifischen Effekten fiihren sind noch
nicht geklart.

Wie wirkt TMS wahrend der
Stimulation?

Eine der wichtigen noch ungeklédrten Fragen ist die nach
der Wirkung der TMS wéahrend der Stimulation. Die meis-
ten Annahmen in diesem Bereich beruhen auf computer-
basierten Modellen (Esser et al. 2005; Rusu et al. 2014).
In diesem Zusammenhang besteht die grof3e technische
Herausforderung in den starken elektromagnetischen
Feldern, die wahrend der Stimulation aufgebaut werden.
Diese Felder erschweren elektrophysiologische Untersu-
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chungen, d.h. Ableitungen neuronaler Aktivitdt auf Ein-
zelzellebene, auch wenn es einige wenige Arbeiten gibt,
die bei niedriger Feldstarke und geeigneter Ausrichtung
der Ableitelektroden durchgefiihrt werden konnten (Mo-
liadze et al. 2005; Mueller et al. 2014; Pashut et al. 2014).
Der Einsatz ,kontaktfreier* funktioneller Mikroskopiever-
fahren, z.B. mittels kalzium- oder spannungssensitiver
Farbstoffe (Kozyrev et al. 2014; Murphy et al. 2016), deutet
darauf hin, dass bei geringer Stimulationsintensitdt vor-
nehmlich inhibitorische Interneurone aktiviert werden,
wahrend Projektionsneurone erst bei héheren Intensita-
ten rekrutiert werden (siehe auch Pashut et al. 2014). Somit
bieten diese Studien einen plausiblen Erkldrungsansatz
fiir das bereits beschriebene SICI-Doppelpulsprotokoll,
bei dem der unterschwellige konditionierende TMS-Puls
zu einer GABA ,-abhédngigen Inhibition der durch den TMS
Test-Puls induzierten MEP-Antwort fiihrt.

Um die Effekte der rTMS genauer zu verstehen, ist es
dringend erforderlich, das Aktivititsmuster ganzer Popu-
lationen von Neuronen simultan mit hoher zeitlicher und
ortlicher Auflésung abzuleiten. Diese Studien konnten
auch dazu beitragen, die Rolle sogenannter riickwarts
propagierender Aktionspotenziale zu beleuchten, die
eine wichtige Rolle bei der rTMS-induzierten synapti-
schen Plastizitdt spielen konnten (Lenz et al. 2015). Fest
steht, dass die gegenwartig vorliegenden Informationen
nicht ausreichen, um mittels computerbasierter Simula-
tionen zuverldssige Voraussagen iiber die Wirkung der
rTMS zu machen. Unsere pharmakologischen Studien
zeigen bislang auf, dass die Aktivierung von spannungs-
abhidngigen Natriumkandlen, NMDA-Rezeptoren und L-
Typ spannungsabhdngigen Kalziumkanélen wahrend der
Stimulation erforderlich ist, um rTMS-induzierte Verdnde-
rungen erregender und hemmender Synapsen in vitro zu
induzieren. Der potenzielle Einfluss der TMS auf Gliazel-
len (Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikrogliazellen)
und auf das neurovaskuldre System miissen in diesem
Kontext ebenfalls beriicksichtigt werden.

Offene Fragen und einige Ausblicke

30 Jahre nach der Entwicklung des ersten TMS-Geréates
durch Anthony Barker und Kollegen (Barker et al. 1985)
zeichnen sich wichtige Hinweise auf die zellularen und
molekularen Wirkmechanismen der TMS ab. Gegenwar-
tige TMS-basierte Therapien fiihren allerdings nicht zu
einer ausgepragten und nachhaltigen Verbesserung neu-
rologischer und psychiatrischer Symptome (Lefaucheur et
al. 2014). Ein substanzieller Fortschritt in diesem Bereich
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wird durch das immer noch eingeschrankte Wissen iiber
die Wirkmechanismen der TMS erschwert. Des Weiteren
steht unser limitiertes Wissen beziiglich der Rolle synap-
tischer Plastizitat unter pathologischen Bedingungen ei-
nem effizienten Einsatz der rTMS in der Klinik entgegen.

Arbeiten aus den letzten Jahren konnten zeigen, dass
eine Stérung assoziativer synaptischer Plastizitdt nicht
zwingend als Merkmal neurologischer oder psychiatri-
scher Erkrankungen gewertet werden kann (Maggio und
Vlachos 2014). Tatsdchlich kdnnte eine Verminderung der
Fahigkeit von Nervenzellen, synaptische Plastizitdt zu ex-
primieren auch protektiven Charakter haben, indem soge-
nannte ,,maladaptive Verdnderungen“ verhindert werden.
Gleichzeitig miissen mogliche negative Auswirkungen
auf den Erfolg von Rehabilitationsmafinahmen in diesem
Kontext diskutiert werden. Unser gegenwartiges Verstand-
nis ist, dass sich der Schwellenwert zur Expression von
Plastizitdt im Laufe einer Erkrankung des Gehirns andern
kann. Anderungen der Erregungs-/Hemmungs-Balance
scheinen hierbei eine wichtige Rolle zu spielen, da wie in
diesem Artikel diskutiert, Verdnderungen inhibitorischer
Synapsen die Plastizitdt an erregenden Synapsen beein-
flussen. Fest steht, dass ein {ibergreifendes Verstandnis
zur Rolle unterschiedlicher Formen synaptischer Plasti-
zitit (assoziative, homoostatische Plastizitit und Meta-
plastizitit) unter pathologischen Bedingungen dringend
erforderlich ist.

Zukiinftige diagnostische und therapeutische Inter-
ventionen konnten darauf abzielen, zu unterschiedlichen
Zeitpunkten im Laufe einer Erkrankung (und ggf. davor),
in einzelnen kortikalen Arealen die Fahigkeit von Nerven-
zellen zur Expression von Plastizitdt zu erfassen und zu
modulieren. Die TMS stellt in diesem Zusammenhang of-
fensichtlich ein attraktives klinisches Werkzeug dar. Tat-
sdchlich kénnte es mittels der TMS auch gelingen, Nach-
teile der klassischen pharmakologischen Behandlung, der
die erforderliche ortliche und zeitliche Spezifitat fehlt, zu
iiberwinden bzw. zu komplementieren. Wahrend das dia-
gnostische Potenzial der rTMS in Bezug auf (dis)inhibito-
rische Netzwerke weiter ausgearbeitet werden muss und
weitere zelluldare und molekulare Effekte der rTMS beriick-
sichtigt werden sollten, z. B. Einfluss auf Genexpression,
mRNA-Transport/Stabilitdt, lokale Proteinbiosynthese,
Interaktionen mit Mitochondrien, Rolle glialer und vasku-
larer Faktoren, liefert das vorgestellte Konzept der rTMS-
induzierten Disinhibition eine vielversprechende Arbeits-
hypothese fiir zukiinftige Studien.

In diesem Kontext wird es nun auch erforderlich sein,
den Einfluss der rTMS auf die beschriebenen Netzwerk-
motive lokaler (Dis)Inhibition zu erfassen (Abb.2); also
den Einfluss der rTMS auf (1) glutamaterge Synapsen auf
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inhibitorischen Interneuronen, (2) auf interkortikale in-
hibitorische Projektionen und (3) neuromodulatorische
Projektionsbahnen. Des Weiteren miissen die Effekte
unterschiedlicher Stimulationsparameter systematisch
untersucht werden, um beispielsweise zu iiberpriifen, ob
mittels rTMS auch die Verstarkung inhibitorischer Synap-
sen oder die Modulation somatischer Inhibition méglich
ist (Abb. 3). Ferner wird derzeit daran gearbeitet, Aktivi-
tatszustiande neuronaler Netzwerke des Gehirns (“brain-
states”) mittels EEG in Echtzeit auszulesen und TMS-
Pulse spezifisch repetitivimmer nur zu Zeitpunkten eines
bestimmten Zustandes, z.B. verminderter instantaner
Inhibition, zu applizieren (Zrenner et al. 2016). Dieser An-
satz basiert auf der Theorie, dass die Erregbarkeit neuro-
naler Netzwerke durch gepulste Inhibition reguliert wird
(Jensen und Mazaheri 2010). Wir erwarten, dass hirnzu-
standsabhdngige TMS gegeniiber konventioneller “open-
loop” Stimulation die rTMS-Effektstarke in Richtung lang
anhaltender Plastizitdt erheblich steigern kann und somit
die Zukunft therapeutischer rTMS-Protokolle in “closed-
loop” Ansatzen liegt, die spontane rhythmische Oszillati-
onen inhibitorischer Aktivitdt konsequent nutzen.

Perspektivisch konnten computerbasierte Simulatio-
nen in diesem Kontext duflerst hilfreich sein. Allerdings
fehlen gegenwartig die hierzu erforderlichen Grundlagen-
informationen zu den genauen Wirkmechanismen der
TMS wiahrend und nach der Stimulation. Insgesamt ist zu
erwarten, dass ein besseres Verstandnis rTMS-induzierter
Plastizitdt zu einer Optimierung bestehender Therapie-
konzepte fithren wird, die auf eine Beeinflussung der Erre-
gungs-/Hemmungs-Balance abzielen (z. B. im Rahmen der
Behandlung nach einem Schlaganfall oder bei der Epilep-
sietherapie). Wir sind iiberzeugt, dass das neue Konzept
der rTMS-induzierten lokalen Disinhibition an Beachtung
gewinnen wird. Neben ihrem diagnostischen und thera-
peutischen Potenzial, stellt die TMS somit auch einen viel-
versprechenden methodischen Ansatz zur Durchfiihrung
klinisch-orientierter translationaler Plastizitdtsstudien
dar.
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Abstract: Transcranial magnetic stimulation (TMS) is a
non-invasive brain stimulation technique, which is used
for diagnostic, therapeutic and scientific purposes in the
field of neurology and psychiatry. It is based on the phy-
sical principle of electromagnetic induction and allows
for the local activation of cortical areas through the intact
skull of conscious humans. When applied repeatedly (re-
petitive TMS; rTMS) sustained changes of cortical excita-
bility can be observed. Hence, TMS resembles a promising
approach for assessing and modulating neuronal networks
in a non-invasive manner. However, despite its broad clini-
cal application, the cellular and molecular mechanisms of
r'TMS-based therapies remain not well understood. Estab-
lished therapeutic concepts assume that pathologically al-
tered cortical excitability is normalised, which may involve
‘long-term potentiation’ or ‘long-term depression’ of exci-
tatory synapses. Indeed, animal studies demonstrate that
rTMS induces long-term changes of excitatory neurotrans-
mission. However, it is unclear through which mechanisms
synaptic changes, which are caused by external electroma-
gnetic activation of the cortex and therefore are not specific
for context or behaviour, could have a positive impact on
complex brain function. More recent findings suggest that
not only excitatory but also inhibitory neuronal networks
are modulated by rTMS. It was shown for example that 10
Hz rTMS leads to a calcium-dependent long-term depressi-
on of inhibitory GABAergic synapses. Since the reduction
of inhibitory neurotransmission (= disinhibition) is consi-
dered important for the expression of associative plasticity
at excitatory synapses, it is conceivable that rTMS-induced
disinhibition may promote context- and behaviour-speci-
fic synaptic changes. Hence, the model of rTMS-induced
local disinhibition represents an attractive explanation for
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the observation that a seemingly unspecific (exogenous)
magnetic stimulation could induce specific (endogenous)
structural, functional and molecular changes of cortical
synapses. Current research focuses on the effect of rTMS-
induced disinhibition on synaptic plasticity in suitable
animal models (both in vivo and in vitro). Thus, apart from
its diagnostic and therapeutic potential TMS represents
a promising method for conducting clinically-oriented
translational plasticity studies.

Keywords: non-invasive brain stimulation, synaptic plas-
ticity, disinhibition, interneurons

Introduction

The ability of the brain to respond with structural, functio-
nal and molecular changes to a specific stimulus is gene-
rally called plasticity (Konorski, 1948). Activity-dependent
changes at neuronal contact sites, so-called synaptic plas-
ticity, play a crucial role in physiological brain functions,
such as learning, memory and orientation in space and
time. The cellular and molecular mechanisms of associa-
tive synaptic plasticity (Hebb, 1949), i.e., the cellular and
molecular correlate of context- and behaviour-specific
modifications in the brain, have been thoroughly investi-
gated during the past decades [see for example (Bliss and
Collingridge, 1993; Nicoll and Roche, 2013)].

Evidence for plastic changes in the human brain co-
mes from TMS-studies (among others; Ziemann et al.,
2008). TMS is a non-invasive brain stimulation method
utilising the principle of electromagnetic induction. A
very brief (~500 ps) and strong magnetic field (> 1 Tesla)
is generated over the skull of a healthy subject or patient
using an appropriate stimulation coil (Fig. 1a). This mag-
netic field results in the induction of electric fields in the
brain, which in turn activate neurons. Since magnetic
fields penetrate skin and the intact skull (= transcranial),
this stimulation technique is regarded as non-invasive.
TMS is considered safe if performed according to estab-
lished security guidelines and is in general well tolerated
(Rossi et al., 2009).

Typically, the effects of single TMS pulses over the
primary motor cortex are assessed and quantified by re-
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cording of so-called motor evoked potentials (MEP) in the
target muscle (Fig. 1b). Combined stimulation of the motor
cortex and the spinal cord can be used to diagnostically
assess the central motor conduction time, which is pro-
longed in demyelinating diseases like multiple sclerosis.
Application of consecutive trains of stimuli with up to
several hundreds of TMS pulses (repetitive TMS, rTMS)
over the motor cortex can lead to changes of cortical exci-
tability beyond the period of stimulation: high-frequency
r'TMS (= 5 Hz) typically increases cortico-spinal excitabi-
lity, measured as an increase of MEP amplitude, whereas
low-frequency rTMS (1 Hz) reduces it. Based on pharma-
cological studies and analogies to conventional plasticity
experiments, it has been hypothesised that rTMS-induced
changes of cortical excitability may represent long-term
potentiation or long-term depression of excitatory syn-
apses (Ziemann et al. 2008). Indeed, using organotypic
brain slice cultures, it was shown that repetitive magnetic
stimulation induces structural, functional and molecular
changes of excitatory synapses, corresponding long-term
potentiation and thus associative excitatory synaptic
plasticity (Vlachos et al., 2012). Consistent with these fin-
dings it was shown that rTMS promotes learning in ani-
mal experiments (Mix et al., 2010) and motor rehabilita-
tion following ischemic stroke in humans (Brodie et al.,
2014; Volz et al., 2016). However, it remains unclear how
complex brain function in healthy subjects and in patients
is improved by activity-dependent modifications of neu-
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ronal networks, caused by several hundred of exogenous
magnetic pulses.

Role of inhibitory networks in asso-
ciative synaptic plasticity

In recent years the role of inhibitory neuronal networks
on physiological brain functions has been carefully inves-
tigated (Trembley et al., 2016). It is now well accepted that
inhibitory interneurons control the activity and excitabi-
lity of neuronal networks. This observation led to the hy-
pothesis that a decrease of inhibitory neurotransmission,
i.e. disinhibition, may promote associative synaptic plas-
ticity and thus learning and memory formation. Indeed,
evidence has been provided that a reduction of GABAergic
inhibition improves learning and memory, whereas incre-
ased inhibition impairs plasticity induction (Trembley et
al., 2016). Thus, our current understanding is that local
disinhibitory networks play a central role in regulating
learning and memory formation (Letzkus et al., 2015).
Apart from plasticity of GABAergic synapses (Fro-
emke, 2015), local disinhibition can be achieved through
different network motifs: for example by 1) decreased glu-
tamatergic activation of local inhibitory interneurons, 2)
increased activity of inhibitory projection neurons, which
inhibitlocal inhibitory interneurons of other cortical areas,

MEP

Fig. 1: Transcranial magnetic stimulation (TMS). (a) Visualisation of transcranial magnetic stimulation (b) of the motor cortex and the spinal
cord. The effects of TMS are quantified by recording of motor evoked potentials (MEPs).
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or 3) by neuromodulatory projection pathways that activa-
te specific local interneurons, which in turn inhibit other
local interneurons [Fig. 2; see also (Letzkus et al., 2015)].

The clinical relevance of disinhibition [e.g. (Nelson
and Valakh, 2015)] is also reflected by the fact that alte-
rations of excitation/inhibition-balance are considered a
major cause for neurological and psychiatric symptoms.
Therefore, from a clinical point of view tools/approaches
enabling the assessment and modulation of (dis)inhibi-
tory networks seem highly attractive. Appropriate diag-
nostic and/or interventional measures could detect and
moreover influence the ability of the human brain to ex-
press endogenous plasticity, making TMS an interesting
clinical tool.
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Fig. 2: Network motifs of local disinhibition. Besides a ‘long-term
depression’ of inhibitory synapses on pyramidal cells local
disinhibition can be achieved by several network motifs: e.g. by (a)
decreased glutamatergic activation of local inhibitory interneurons,
(b) increased activity of inhibitory projection neurons, which
innervate local interneurons or by (c) neuromodulatory projection
pathways (e.g. cholinergic projections; acetylcholine, ACh), which
activate specific local interneurons, which in turn mediate inhibition
of other local interneurons.

TMS-based assessment of inhibi-
tory cortical networks

Functional experiments of intra- and intercortical inhibi-
tion in the motor cortex of the human brain are mainly
based on TMS-studies (Di Lazzaro and Ziemann, 2013). In
recent years, several specific double-pulse protocols have
been established in this context: the so-called ‘short-inter-
val intracortical inhibition’ (SICI) is based on application
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of a subthreshold conditioning TMS pulse, which does
not induce MEPs itself, followed by a suprathreshold test
pulse within a short interval (1-5 ms). In contrast, ‘long-
interval intracortical inhibition’ (LICI) consists of pairing
of two suprathreshold TMS pulses with a longer interval
(50-200 ms). In both cases, inhibition of the test MEP am-
plitude can be observed. While the fundamental network
mechanisms still remain elusive (Di Lazzaro and Ziemann,
2013), it is assumed that the initial pulse is responsible for
a characteristic (direct or indirect) activation of inhibito-
ry interneurons, triggering a quantifiable reduction of the
test MEP. Meanwhile, pharmacological studies indicate
that SICI reflects the influence of ionotropic GABA, re-
ceptors, whereas LICI is rather attributed to metabotropic
GABA, receptors (Ziemann et al., 2015). Thus, characteris-
tic TMS protocols allow for the non-invasive, functional
analysis of local inhibitory networks in the human motor
cortex.

However, an important limitation in this context is the
fact that quantification of TMS effects require recordings
of MEPs. These potentials are not recorded at the point of
stimulation, meaning at least two synapses beyond the sti-
mulated motor cortex (Fig. 1b). Also, these protocols can-
not be translated to other (disease-related) brain regions.
Furthermore, because of possible ‘filtering’ of cortico-spi-
nal synapses and the motor endplate, a direct correlation
between MEP amplitude and cortical excitability remains
controversial. Accordingly, efforts are currently focusing
on a more direct analysis of cortical inhibition, which is
independent of the stimulated area of the cortex, using
TMS-evoked electroencephalographic (EEG) potentials
(Rogasch and Fitzgerald, 2013; Premoli et al., 2014). This
attempt is supported by other techniques, e.g. GABA-mag-
netic resonance spectroscopy (Stagg et al., 2011). However,
it remains to be shown, to what extent plasticity inducing
rTMS protocols change TMS-evoked EEG signals and what
the underlying mechanisms might be.

rTMS-induced modulation of inhibi-
tory networks

While the effects of - TMS on excitatory synapses have been
demonstrated in several animal models (both in vivo and
in vitro; Tang et al, 2015), rTMS-induced changes in inhibi-
tory synapses remain not well characterized. However, ro-
bust experimental data show that specific r*TMS protocols
differentially affect calcium-binding molecules, which are
regarded as activity- and plasticity-markers of inhibitory
interneurons (Caroni, 2015). Thus, for example intermit-
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tent theta-burst stimulation (iTBS) causes a reduction of
parvalbumin (PV) expression in inhibitory interneurons of
the rat cortex, whereas a continuous theta-burst stimula-
tion (cTBS) and low-frequency rTMS (1 Hz) rather reduce
calbindin expression in another set of interneurons (Ben-
ali et al., 2011). Since PV-expressing interneurons mediate
somatic inhibition of principal neurons and calbindin-
positive interneurons affect dendritic inhibition, these
studies suggest that rTMS can influence specific aspects
of network inhibition (e.g. control of efferent and afferent
activity on pyramidal cells) based on the particular rTMS
protocol employed. Notably, current studies mainly show
a decrease of the relevant marker molecules, which is con-
sistent with rTMS-induced disinhibition.

Unpublished data suggest that interneurons with re-
duced PV expression receive fewer neocortical glutama-
tergic inputs than those with high PV expression (also see
Fig.2). Similar correlations between PV expression and
the balance of excitatory and inhibitory synaptic inputs
were earlier described in the hippocampus of mice (Do-
nato et al., 2013). Another electrophysiological study in
the primary somatosensory cortex of rats further demons-
trates that a decrease of PV expression, induced by iTBS-
rTMS, is accompanied by an increase of sensory responses
(Thimm and Funke, 2015). This observation supports the
notion that rTMS-induced disinhibition could underlie the
previously described improvement in learning behaviour
(Mix et al., 2010). Albeit, studies of interneuronal activi-
ty- and plasticity-markers are not directly demonstrating
rTMS-induced functional changes of inhibitory synapses.

rTMS-induced long-term depression
of inhibitory synapses

In a recent study the effects of repetitive magnetic stimula-
tion (rMS) on structural, functional and molecular proper-
ties of inhibitory synapses were studied (Lenz at al., 2016).
Using single cell recordings of CA1 pyramidal neurons in
mouse brain slice cultures, we showed that rMS indeed
reduces inhibitory neurotransmission. These functional
changes were accompanied by structural and molecular
changes of inhibitory postsynapses, i.e. the reduction and
destabilisation of gephyrin clusters, the major scaffolding
protein at inhibitory postsynapses to which GABA, recep-
tors anchor (Tyagarajan and Fritschy 2014; Kneussel and
Hausrat 2016).

The rMS-induced reduction in inhibitory neurotrans-
mission requires the activation of voltage-gated sodium
channels, NMDA receptors and L-type voltage-gated calci-
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um channels during stimulation. Furthermore, the effects
of rMS on inhibition are not detectable in the presence
of cyclosporine A, an inhibitor of calcineurin-dependent
phosphatase. Based on these results we conclude that rMS
induces calcium-dependent phosphorylation/dephospho-
rylation reactions, which destabilize gephyrin scaffolds
and thereby mediate a long-term depression of GABAergic
neurotransmission. In our experimental setting tonic in-
hibition, mediated by extrasynaptic GABA receptors, was
not affected by rMS (Lenz et al., 2016).

Pharmacological inhibition of calpain-dependent
proteases did not alter the effects of rMS. Since calpain
has been linked to the calcium-dependent degradation of
gephyrin under conditions of hyperexcitation (Tyagarajan
and Fritschy 2014), these data indicate that the applied 10
Hz rMS protocol does not result in excessive and potenti-
ally toxic excitation of neuronal networks, which is usu-
ally accompanied by proteolytic degradation of essential
synaptic elements.

Since rTMS-induced changes in gephyrin were also
observed in vivo, using anaesthetized mice, our results in-
dicate that rTMS could be a promising interventional tool
to regulate gephyrin-dependent inhibitory synaptic plasti-
city. This conclusion is of clinical relevance since changes
of the human gene locus for gephyrin are linked with an
increased risk to develop autism, schizophrenia and epi-
lepsy (Lionel et al., 2013). Together with the studies descri-
bed above, these results show that rTMS is able to mediate
long-term changes of inhibitory neurotransmission con-
sistent with rTMS-induced disinhibition.

Interactions of rTMS-induced
inhibitory and excitatory synaptic
plasticity

Apparently, rTMS is capable of modulating inhibitory and
excitatory neurotransmission. Interestingly our experi-
ments show that both processes are calcium-dependent
and require the activation of NMDA receptors and L-type
voltage-gated calcium channels (Vlachos et al., 2012; Lenz
et al., 2015, 2016). Based on this observation, the question
arises how rTMS-induced inhibitory and excitatory synap-
tic modifications interact with each other (at the temporal,
spatial and molecular level).

Based on the proposed concept of rTMS-induced disin-
hibition, it is interesting to hypothesize that r-TMS mainly
modulates inhibitory synapses whereas changes of excita-
tory synapses rather reflect the result of a ‘disinhibition-in-
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duced gating of associative excitatory synaptic plasticity’.
Indeed, our invitro experiments reveal that 10 Hz rMS is not
immediately followed by a post-tetanic increase of excita-
tory synaptic strength as seen in classic LTP-experiments
using local electric stimulation. Instead, a slow-onset po-
tentiation of excitatory synapses within 1-2 h after stimu-
lation, plateauing after 2-4 h, is observed (Vlachos et al.,
2012). In contrast, expression changes of inhibitory marker
molecules in the rat cortex can already be detected after 30
min following rTMS (Hoppenrath and Funke, 2013). These
findings support the hypothesis that plasticity of excita-
tory synapses is not directly attributed to rTMS. In light of
this hypothesis experiments addressing the exact temporal
sequence of ITMS-induced long-term depression of inhibi-
tory synapses (Lenz et al., 2016) and of rTMS-induced mo-
dification of excitatory synapses (Vlachos et al., 2012) seem
crucial. Moreover, studies in which network activity is sys-
tematically modulated before, during and after rTMS (e.g.
by applying pharmacological or optogenetic techniques)
could help answering the question to what extent the ef-
fects of r”TMS depend on the activity-state of the network.
We are optimistic that this work will also shed a light on the
influence of i TMS-induced disinhibition on metaplasticity
and homeostatic plasticity. Furthermore, it could contri-
bute to the recent discussion about the significant inter-
and intra-individual variability of r-TMS-effects in humans
(Muller-Dahlhaus et al., 2008; Hamada et al., 2013; Lopez-
Alonso et al., 2014). In this context it is interesting to specu-
late that the cellular and molecular processes, induced by a
specific "ITMS protocol per se, are not that variable, where-
as the long-term effects could very well depend on various
inter- and intra-individual parameters [(e.g. age, alertness,
time of stimulation, etc. (Ridding and Ziemann, 2010)].

Synapse-specific effects of - TMS

rTMS-induced disinhibition represents an interesting ex-
planation for the observation that a seemingly unspecific
exogenous stimulation of cortical networks can lead to
context- and behaviour-specific changes. For example, it
might be possible to apply 10 Hz rTMS or iTBS prior to re-
habilitation methods following stroke, in order to support
specific training effects by ‘disinhibition-induced gating
of associative plasticity’ at specific excitatory synapses
(Volz et al., 2016).

Indeed, evidence has been provided that rMS is able
to induce plasticity of specific synapses on principal neu-
rons (Fig.3): 10 Hz rMS mainly affects dendritic but not
somatic inhibition (Lenz et al., 2016). In turn, the same sti-
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mulation protocol results in potentiation of excitatory syn-
apses on small dendritic spines close to the soma of pyra-
midal neurons (Vlachos et al., 2012; Lenz et al., 2015). The
exact mechanisms leading to these synapse/input-specific
effects of i TMS need to be determined. Nevertheless, from
an anatomical point of view it is an interesting concept
that specific r-TMS parameter may selectively enhance ex-
citatory synapses close to the soma of projection neurons,
e.g. thalamo-cortical projections in lamina 4 of the cortex,
while dendritic disinhibition could facilitate the ability to
express plasticity in dendrites of the superficial associati-
ve cortical layers. It remains to be clarified to what extent
the synapse-specific effects of rMS, which are detected on
CA1 pyramidal cells of organotypic hippocampal cultures,
can be transferred to other neuronal cell types and net-
works of the cortex.

10Hz rMS
: 0
distal "‘*\

excitation == | "Q :‘f
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(not changed) a' dendritic
’\\‘lf inhibition
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Fig. 3: Synapse-specific effects of repetitive magnetic stimulation
(rMS). Despite the relatively large induced electromagnetic field,
rMS is able to differentially affect distinct synapses on pyramidal
cells. In vitro studies show that 10 Hz rMS results in decreased
dendritic inhibition, and in an increase of excitatory synaptic
neurotransmission on small dendritic spines close to the soma of
pyramidal neurons. The exact mechanisms of these input-specific
effects of rMS are currently under investigation.
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Effects of TMS during stimulation

An import, still unanswered question concerns the neural
effects of TMS during stimulation. Most of the assump-
tions in this context are based on computational approa-
ches (Esser et al., 2005; Rusu et al., 2014). One of the major
technical challenges are the strong electromagnetic fields
generated during stimulation. These fields impede elec-
trophysiological recordings, i.e. single-cell recording of
neural activity, despite a few studies, which were perfor-
med with a low field strength and adequate position of the
recording electrodes (Moliadze et al., 2005; Mueller et al,
2014; Pashut et al., 2014). Meanwhile ‘contact-free’ func-
tional microscopy techniques, e.g. via calcium- or voltage-
sensitive dyes (Kozyrev et al., 2014; Murphy et al., 2016),
indicate that a low stimulation intensity mainly activates
inhibitory interneurons, whereas projection neurons will
be recruited with higher intensities [see (Pashut et al.,
2014)]. Hence, these studies convey a plausible explana-
tion for the already described SICI double-pulse protocol,
where the subthreshold conditioning TMS pulse results
in a GABA, receptor-dependent inhibition of the test MEP
response.

In order to understand the effects of rTMS in more
detail it will be important to simultaneously record the
activity pattern of whole neuron populations with a high
temporal and spatial resolution. Such studies may also
shed light on the role of so-called backward propagating
action potentials, which seem to play an important role in
rTMS-induced synaptic plasticity (Lenz et al., 2015). Cer-
tainly, the currently available information is not enough
to reliably predict effects of rTMS using computer-based
simulations. Our pharmacological studies have so far only
reveal that during stimulation, the activation of voltage-
gated sodium channels, NMDA-receptors and L-type volta-
ge-gated calcium channels is required in order to mediate
rTMS-induced changes in excitatory and inhibitory neu-
rotransmission in vitro. In this context, the potential in-
fluence of TMS on glia cells (astrocytes, oligodendrocytes
and microglia) as well as on the neurovascular system also
needs to be considered.

Open questions and perspectives

30 years after the development of the first TMS device
by Anthony Barker and colleagues (Barker et al., 1985)
important information about the cellular and molecular
mechanisms of TMS have started to emerge. However, cur-
rent rTMS-based therapies do not result in significant and
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long-lasting improvement of neurological and psychiatric
symptoms (Lefaucheur et al., 2014). The fact that the me-
chanisms of rTMS are still poorly understood hinders sub-
stantial progress in this clinically relevant area. Further-
more, our limited knowledge about the role of synaptic
plasticity under pathological conditions restricts a more
efficient application of rTMS.

Studies from recent years showed that alterations of
synaptic plasticity are not necessarily reflecting neurolo-
gical or psychiatric diseases (Maggio and Vlachos, 2014).
In fact, a decrease in the ability of neurons to express
plasticity could also protect networks from ‘maladaptive
changes’. At the same time potential negative effects on
the success of rehabilitation measures need to be consi-
dered in this context. Our current understanding is that
the threshold for the expression of plasticity changes du-
ring the course of a disease. Changes in the excitation/
inhibition-balance seem to play a crucial role since, as it
is discussed in this article, changes of inhibitory synapses
influence plasticity of excitatory synapses. It is clear that a
comprehensive understanding of the role of various forms
of synaptic plasticity (associative, homeostatic plasticity
and metaplasticity) under pathological conditions needs
to be obtained in order to successfully employ plasticity
modulating therapeutic strategies.

Future diagnostic and therapeutic interventions could
be aimed at assessing and modulating the ability of neural
networks to express plasticity at different time points in
the course of a disease and in identified cortical regions.
Apparently, TMS resembles an attractive clinical tool in
this respect. In fact, TMS may also overcome or comple-
ment deficits of conventional pharmacologic treatment,
which lacks the required temporal and spatial specificity.
Accordingly, the diagnostic and therapeutic potential of
ITMS regarding inhibitory networks needs to be further
elaborated and additional cellular and molecular effects
of r'TMS need to be considered, e.g. influence on gene ex-
pression, mRNA transport/stability, local protein biosyn-
thesis, interaction with mitochondria and role of glial and
vascular factors. Yet, rTMS-induced disinhibition repre-
sents a promising working hypothesis for future studies.

In this context it will also be necessary to consider the
influence of r”TMS on the described network motifs of local
(dis)inhibition (Fig. 2); thus, the influence of rTMS on (1)
glutamatergic synapses on inhibitory interneurons, (2) on
intercortical inhibitory projections and (3) neuromodula-
tory projection pathways. Moreover, the effects of different
TMS stimulation parameters need to be studied systemati-
cally, in order to determine for example whether it is also
possible to increase inhibition and/or modulate somatic
inhibitory neurotransmission (Fig. 3). Current studies are
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trying to read activity states of neuronal networks in the
brain (‘brain states’) by EEG in real time and to apply re-
petitive TMS pulses specifically only at time points of a
certain state (Zrenner et al., 2016). This approach is based
on the theory that the excitability of neuronal networks
is regulated by pulsed inhibition (Jensen and Mazaheri,
2010). We anticipate that brain state-dependent rTMS, in
contrast to conventional ‘open-loop’ stimulation, will si-
gnificantly improve the effects of rTMS toward long-term
plasticity. Thus, the future of therapeutic rTMS protocols
may lie in ‘closed-loop’ approaches, which consequently
utilise spontaneous rhythmic oscillations of inhibitory ac-
tivity.

Perspectively, computational approaches could be
helpful in selecting ‘ideal’ stimulation parameters/pro-
tocols for a given individual. However, the required basic
information regarding the exact modes of action of TMS
during and after the stimulation currently still remains
elusive. It is clear that a better understanding of rTMS-in-
duced plasticity will support the optimisation of existing
therapeutic concepts, which already focus on modulating
excitation/inhibition-balance (e.g. in the context of stroke
or epilepsy therapy). We are convinced that the concept
of rTMS-induced local disinhibition will gain attention in
this context. Thus, apart from its diagnostic and thera-
peutic potential TMS represents a promising methodical
tool to perform clinically orientated translational plastici-
ty studies, addressing the relevance of disinhibition and
synaptic plasticity under physiological and pathological
conditions.
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Zusammenfassung: Die Entwicklung des Nervensystems
beinhaltet sowohl progressive Phasen, in denen Neuriten
und Synapsen geformt werden, als auch regressive Pha-
sen, in denen iiberzdhlige Fortsdtze zuriickgezogen und
abgebaut werden. Solche regressiven Mechanismen wer-
den auch als Pruning-Prozesse bezeichnet. Pruning wird
zur Spezifizierung neuronaler Verbindungen bendtigt,
aber auch, um tempordr benétigte Strukturen wieder zu
entfernen. Dabei kénnen sowohl einzelne Synapsen als
auch lange Neuriten entfernt werden. Hier stellen wir vier
Beispiele fiir entwicklungsabhingiges Pruning aus Sdu-
gern und Drosophila mit ihrem biologischen Zweck und
zellbiologischem Mechanismus vor. Dabei wollen wir me-
chanistische Gemeinsamkeiten der verschiedenen Model-
le hervorheben.

Schliisselworter: Neuronalentwicklung; Neuronale

Schaltkreise; Neurodegeneration; Phagozytose

Einleitung

Nervenzellen besitzen charakteristische lange und ver-
zweigte Fortsitze (Neuriten), die Dendriten und Axone, die
liber Synapsen miteinander verbunden sind. Sie dienen
der Aufnahme bzw. der Weiterleitung von Information in
Form von elektrischen Reizen. Wahrend der Entwicklung
wachsen Neuriten mit hoher Zielgenauigkeit und iiber
lange Strecken, bis sie ihre jeweilige Zielregion erreicht
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haben. Aber nicht nur Neuritenwachstum und Synapsen-
bildung sind fiir die Vernetzung im Nervensystem wichtig,
sondern auch die regulierte Entfernung von Neuriten und
Synapsen. Solche regressiven Mechanismen werden oft
unter dem Begriff Pruning zusammengefasst (englisch to
prune: auslauben, stutzen, beschneiden) (Schuldiner und
Yaron, 2015). So wéachst die Synapsendichte im menschli-
chen Gehirn wahrend des ersten Lebensjahrs rapide, fallt
dann jedoch bis nach der Pubertit wieder stetig (Hutten-
locher, 1990). Durch Pruning kénnen nicht nur kleine Sy-
napsen, sondern auch lange Abschnitte von Axonen oder
Dendriten entfernt werden. Hier stellen wir vier Beispiele
fiir entwicklungsabhingiges Pruning und die dazugehori-
gen zellbiologischen Mechanismen vor: Synapsenelimi-
nierung an der Neuromuskuldren Endplatte in Sdugern,
Pruning bei der Ausbildung von augenspezifischen Ver-
bindungen im visuellen System, Spezifizierung von effe-
renten Axonen von Neuronen in der kortikalen Schicht V,
und das Pruning von sensorischen class IV dendritic arbo-
rization (c4da)-Neuronen in der Fruchtfliege Drosophila.
Anhand dieser Beispiele diskutieren wir dann allgemeine
zellbiologische Mechanismen des Pruning.

Pruning: Spezifizierung neuronaler
Schaltkreise und mehr

Warum werden wahrend der Entwicklung Neuriten und
Synapsen gebildet, nur um kurz darauf wieder abgebaut
zu werden? Zum einen miissen die Milliarden Nervenzel-
len im Sdugergehirn eine Vielzahl hochspezifischer Sy-
napsen bilden (manche Neuronen haben iiber tausend
Synapsen). Diese hohe Anzahl erfordert Mechanismen,
die die Zielgenauigkeit von Axonen und Dendriten und
die Spezifitdit der Synapsenbildung regulieren. Solche
Mechanismen beruhen meist auf spezifischen Paaren
von Transmembranrezeptoren, die jeweils passende Pra-
und Postsynapsen markieren. Die Diversitdt solcher Re-
zeptorpaare im Sdugergenom ist tatsdachlich relativ hoch
und wird durch alternatives Splicing noch erhoht (einige
axon guidance-Rezeptoren haben potenziell Hunderte
Isoformen). Wahrscheinlich sind die kombinatorischen
Méoglichkeiten von einigen tausend Rezeptoren aber nicht
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genug, um Billionen von Synapsen im Genom eindeutig zu
spezifizieren. Das hétte zwangsweise Verkniipfungsfehler
bei der Gehirnentwicklung zur Folge. Erst nachfolgende
Korrekturmechanismen wie Pruning konnten dann die
hohe Sperzifitit der Gehirnverschaltungen ermoglichen.
Moglicherweise erfolgt die initiale Verschaltung des Ge-
hirns auch nach dem trial-and-error-Prinzip. Danach wiir-
den die geeignetsten Synapsen durch funktionelle Tests —
wie hdufiger Gebrauch - identifiziert und ungeeignete
durch Pruning wieder entfernt. In jedem Fall dient Pruning
der Spezifitdt von synaptischen Verbindungen.

Pruning-Mechanismen werden auch in Fallen bend-
tigt, in denen das Nervensystem an unterschiedliche Ent-
wicklungsphasen adaptiert ist. Dies ist bei holometabolen
Insekten der Fall, deren Lebenszyklus in die morpho-
logisch sehr verschiedenen Larven- und adulte Phasen
unterteilt sind. Die Nervensysteme von Larve und Fliege
sind an die jeweilige Lebensweise angepasst: Kriechen
und Fressen bzw. Fliegen und Paarung. Grof3e Teile des
larvalen Nervensystems sind daher in der Fliege nutzlos.
Solche Entwicklungsintermediate werden in der Metamor-
phose u. a. durch Pruning entfernt.

Allgemein wird zwischen klein- und grof3skaligem
Pruning unterschieden. Beim kleinskaligen Pruning wer-
den meist nur einzelne Synapsen oder kleine Teile von
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Axonen oder Dendriten eliminiert, wihrend beim grof3ska-
ligen Pruning lange Abschnitte von primédren Axonen oder
Dendriten abgebaut werden. Beim kleinskaligen Pruning
kénnen Synapsen einfach durch Zuriickziehen entfernt
werden. Beim grof3skaligen Pruning dagegen fragmentie-
ren und degenerieren abzubauende Neuriten. Diese Art
von Pruning erfolgt meist nach stereotypischen Mustern:
Die Identitdt des abzubauenden Neuriten sowie der Zeit-
punkt sind genau vorhersagbar. Kleinskaliges Pruning ist
oft das Ergebnis aktivitatsabhdngiger Synapsenkompetiti-
on, sodass die Identitdt der abzubauenden Synapse nicht
von vornherein feststeht. Grof3skaliges Pruning spielt oft
eine Rolle beim Entfernen von Entwicklungsintermedia-
ten, etwa bei der Metamorphose von Insekten.

Beispiel 1: Synapseneliminierung an der
Neuromuskuldren Endplatte

Bei der Geburt sind die meisten neuromuskuldren End-
platten in Sdugern von mehreren Motoneuron-Axonen
innerviert. Wahrend der ersten beiden Wochen nach der
Geburt werden dann systematisch Axone eliminiert, bis
jede Endplatte nur noch von einem Axon innerviert wird
(Abb. 1A). Schwichere Axone werden zunichst diinner,
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Abb. 1: Beispiele fiir Pruning wahrend der neuronalen Entwicklung in Sdugern. (A) Synapseneliminierung an der Neuromuskuldren End-
platte. Anfanglich sind Endplatten von mehreren Motoneuronen (MN) innerviert (links), dann ziehen sich die schwédcheren Axone zuriick
(rechts). (B) Augenspezifische Segregation der Axone von Retinalen Ganglienzellen (RGC) im Corpus geniculatum laterale (dLGN). Kurz nach
der Geburt iiberlappen die Zielareale der ipsi- und kontralateralen RGC-Axone (links), die nicht-spezifischen Inputs werden dann eliminiert,
sodass die Zielareale segregiert sind (rechts). C Pruning von Axonen von kortikalen L5-Neuronen. L5-Neurone aus visuellem und Motorkor-
tex projizieren anfanglich sowohlins Riickenmark als auch in visuelle Zentren wie den Superior Colliculus (SC) (links), dann degenerieren

nichtspezifische Axone (rechts).
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um sich schlie8lich von der Endplatte bis zum nédchsten
Verastelungspunkt zuriickzuziehen, wahrend die stirke-
ren Axone die gesamte Endplatte ausfiillen. Beim Riickzug
bilden Axone am Ende eine charakteristische runde Struk-
tur, die retraction bulb genannt wird, und hinterlassen
Axosomen, kleine Membranpartikel (Bishop et al., 2004).

Motoneuron-Axone werden durch Kompetition elimi-
niert. An jeder Endplatte wird dasjenige Axon stabilisiert,
das mehr Neurotransmitter ausschiittet und den Muskel
besser stimuliert, wahrend das schwidchere Axon desta-
bilisiert wird. Wenn man experimentell einzelne Axone
aktiviert oder inhibiert, erh6ht bzw. verringert dies seine
Chancen, die Endplatte zu iibernehmen. Stabilisierung
und Destabilisierung beinhalten retrogrades Feedback
vom Muskel an die individuellen Prasynapsen. Dieses
Feedback wird von verschiedenen Isoformen des Brain-
derived Neurotrophic Factor (BDNF) durch Stimulation
verschiedener prasynaptischer Rezeptoren vermittelt (Je
2012). Schwichere Axone werden systematisch destabi-
lisiert: Sie enthalten weniger stabilisierende Zytoskelett-
Elemente, und retraction bulbs enthalten Lysosomen
(Membranabbau-Organellen). Synapseneliminierung an
der Endplatte ist ein Beispiel fiir kleinskaliges Pruning,
das der Spezifizierung dient.

Beispiel 2: Augenspezifische Segregation
der Axone von Retinalen Ganglienzellen

Retinale Ganglienzellen (engl., retinal ganglion cells,
RGCs) leiten visuelle Information aus der Netzhaut ins
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zentrale Nervensystem (ZNS). Einer der ersten Verschal-
tungspunkte ist der Corpus geniculatum laterale (engl.,
dorsal Lateral Geniculate Nucleus, dLGN) im Thalamus.
RGCs aus dem ipsi- und dem kontralateralen Auge senden
Axone in beide Hemisphédren des dLGN (Abb. 1B). Durch
Injektion von verschiedenen Farbstoffen in beide Augen
konnte gezeigt werden, dass die ipsi- und kontralateralen
RGCs in streng voneinander getrennte fleckformige Be-
reiche des dLGN projizieren. Diese rdumliche Trennung
ermoglicht den héheren visuellen Zentren die Kalkulati-
on von Stereobildern. Die Segregation der ipsi- und kon-
tralateralen Axone im dLGN wihrend der Entwicklung
entsteht durch Pruning von fehlgeleiteten Axonen. Wenn
neuronale Aktivitdt in einem Auge experimentell vermin-
dert wird, werden RGC-Axone aus diesem Auge préferen-
ziell durch Pruning entfernt, was zu Segregationsdefekten
fithrt (Schafer et al., 2012) und auf einen aktivitdtsabhin-
gigen (Kompetitions-?)Mechanismus hindeutet. Abzubau-
ende RGC-Synapsen werden durch Komplementproteine
markiert. Diese sind eigentlich Komponenten des ange-
borenen Immunsystems, die im Blut an Bakterien binden
und diese fiir die Phagozytose markieren. Wahrend der
Entwicklung kdnnen sie aber auch im ZNS nachgewiesen
werden. Komplement-markierte Bakterien werden durch
Phagozyten eingeschlossen und verdaut. In einer dhnli-
chen Weise werden Komplement-markierte RGC-Synapsen
von hirnstdndigen Immunzellen, den Mikroglia, phagozy-
tiert. Diese exprimieren ebenfalls wahrend der Entwick-
lung entsprechende Komplement-Rezeptoren. Aufder von
Mikroglia kénnen RGC-Synapsen auch von Astrozyten,
einer anderen Art von Gliazellen, abgebaut werden. Diese

SCIENCE

PRODUCTS cn

2-Photon Microscopy, Amplifiers, Micromanipulators,
Stimulators & Stimulus Isolators, Electrodes,

Data Acquisition & Data Analysis Systems,

Microinjection & Perfusion Systems,

Temperature Controlling Systems, Stereotaxic Instruments,
Micropipette Pullers, Microforges & Bevelers, Glass Capillaries,
Wires, Tables & Faraday Cages ...and more!

- — el

SCIENCE PRODUCTS GmbH
Hofheimer Str. 63 - D-65719 Hofheim - Germany
Tel.: +49 6192 / 90 13 96 - Fax: +49 6192 / 90 13 98
info@science-products.com - www.science-products.com




26 =—— S.Rumpfetal.: Mechanismen des Neuritischen Prunings

benutzen dazu den MEGF10-Rezeptor, der normalerweise
apoptotische (absterbende) Zellen erkennt (Chung, 2013).
Mausmutanten, die einen dieser Rezeptoren nicht besit-
zen, zeigen Segregations- und neurophysiologische De-
fekte im dLGN. Die Segregation von Inputs im dLGN dient
der Spezifizierung der Kontakte im visuellen System und
beruht auf kleinskaligem Pruning.

Beispiel 3: Pruning von kortikospinalen
Axonen von L5-Neuronen

Der Neokortex von Sdugern ist in fiinf Schichten aufge-
baut. Pyramidalzellen der Schicht V (engl. Layer V, L5)
senden Axone in verschiedene ausfiihrende ZNS-Regio-
nen. L5-Neurone des visuellen Kortex projizieren Axone in
die Sehhiigel (engl., superior colliculus, SC) im Mittelhirn,
wahrend L5-Neurone des Motorkortex Axone ins Riicken-
mark senden. Die Axone von L5-Neuronen fangen kurz
nach der Geburt an zu wachsen. Alle L5-Axone verlassen
den Kortex zundchst {iber einen gemeinsamen Pfad und
wachsen gemeinsam ins Riickenmark. Dann bilden alle
L5-Axone Verastelungen, die in die anderen Zielregionen
wie den SC wachsen (Abb. 1C). Eine Spezifizierung wird
erst dann durch Pruning der falschen Projektionen er-
reicht: Im Riickenmark werden die L5-Axone aus dem vi-
suellen Kortex entfernt, und im SC die L5-Axone aus dem
Motorkortex. Diese Spezifizierung erfolgt in der zweiten
postnatalen Woche, wenn die verschiedenen Kortexarea-
le beginnen, sich zu spezialisieren. Dabei fragmentieren
Axondste in den falschen Zielregionen bis zur Verzwei-
gung und l6sen sich auf. Pruning von L5-Axonen erfolgt
also durch einen degenerativen Mechanismus. Dabei wer-
den die falschen Axondste wahrscheinlich von den jewei-
ligen Zielarealen abgestofien. Visuelle L5-Neurone, aber
nicht jene aus dem Motorkortex, exprimieren die repulsi-
ven axon guidance-Rezeptoren Neuropilin-2 und PlexinA3/
A4, deren repulsiver Ligand Semaphorin 3F (Sema 3F) im
Riickenmark exprimiert wird. Durch Aktivierung des Re-
zeptors werden die visuellen L5-Axondste im Riickenmark
abgestof3en. In PlexinA3/A4-Mutanten persistieren diese
Aste im Riickenmark (Low et al., 2008). Pruning von L5-
Axonen ist grof3skalig und stereotypisch, da die Identitat
der zu entfernenden Axoniste und der Zeitverlauf genau
vorhergesagt werden konnen.
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Beispiel 4: Dendritisches Pruning von
Drosophila c4da-Neuronen

C4da-Neurone sind nozizeptive sensorische Nervenzel-
len in der Haut von Larven von Drosophila-Fruchtfliegen.
Diese Neurone haben lange und verzweigte sensorische
Dendriten, die die gesamte Haut der Larve abdecken. Die
Dendriten sind eng mit den Epidermiszellen verbunden.
Wahrend der Puppenphase werden die larvalen Epider-
miszellen durch neue adult-spezifische Zellen ersetzt.
Dadurch verlieren die c4da-Dendriten ihr Substrat, sie
miissen durch Pruning abgebaut werden (Abb.2A). So-
wohl der Zellkdrper als auch das Axon bleiben intakt. Da
c4da-Neurone leicht genetisch manipuliert und sehr gut
mikroskopisch untersucht werden konnen, ist dies eines
der am besten verstandenen Modelle fiir Pruning. Dend-
riten-Pruning von c4da-Neuronen wird durch dasVerpup-
pungshormon Ecdyson ausgelost. Ecdyson aktiviert den
Ecdysonrezeptor EcR-B1, einen Transkriptionsfaktor, der
die Transkription einer kleinen Zahl von Pruning-Genen
aktiviert (Abb. 2B). Dazu gehort Sox14, ein Transkriptions-
faktor, der das MICAL-Gen aktiviert (Kirilly, 2009). MICAL
kodiert fiir ein Enzym, das Aktinfilamente — stabilisie-
rende Zytoskelettkomponenten — auflost. In den Dendri-
ten konnen die ersten Anzeichen von Pruning etwa fiinf
Stunden nach Beginn der Puppenphase (engl. hours after
puparium formation, h APF) detektiert werden. Dabei wird
im proximalen Dendritenabschnitt das Zytoskelett (ins-
besondere die Mikrotubuli) abgebaut. Fiir den Abbau der
Mikrotubuli wird das Enzym Katanin p60-like 1 benétigt,
das Mikrotubuli zerbrechen kann (Lee, 2009). Aufierdem
werden in proximalen Dendriten vermehrt endozytische
Vesikel gebildet, die Membranmaterial von der Plasma-
membran abziehen (Kanamori et al., 2015). Durch die
Kombination von Zytoskelettabbau und Membranabzug
wird der Dendrit an der Basis ausgediinnt und destabili-
siert (Abb. 2B). Die Ausdiinnung der proximalen Dendriten
isoliert die Dendriten vom Soma. In ihnen kann man nun
hdufig rdumlich und zeitlich begrenzte Kalziumstréme
beobachten, sogenannte transients. Das Auftreten dieser
transients ist ein Indikator, dass der betreffende Dendrit
demnéchst im proximalen Bereich abbrechen wird (Kana-
mori et al., 2015), was ab etwa 6 h APF passiert. Zur sel-
ben Zeit kann man in den abgeschniirten Dendriten aktive
Caspasen detektieren — Proteasen, die normalerweise den
regulierten Zelltod auslésen (Williams, 2006). Die Cas-
pasen bewirken, dass abgebrochene Dendriten in kleine
Fragmente zerfallen, die dann von den umgebenden Epi-
dermiszellen phagozytisch aufgenommen werden (Han,
2014) (Abb. 2B). Dabei benutzen sie den Rezeptor Draper,
der dem glialen Synapsenrezeptor MEGF10 dhnlich ist.
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Nach etwa 16 h APF sind die Dendriten von c4da-Neuro-
nen komplett abgebaut. Nun werden die umgebenden Epi-
dermis- und Muskelzellen erneuert. Nach etwa zwei Tagen
wachsen den c4da-Neuronen neue Dendriten, die an die
neue Umgebung angepasst sind. Larvale Dendriten von
c4da-Neuronen sind Entwicklungsintermediate, und das
dendritische Pruning ist ein Beispiel fiir stereotypisches
grof3skaliges Pruning.

Wie wird Pruning initiiert?

Es scheint mindestens zwei prinzipielle Mechanismen zu
geben, die Pruning auslésen. An der neuromuskuldren
Endplatte und bei der Spezifizierung der axonalen Kon-
takte von RGCs wird Pruning wahrscheinlich durch synap-
tische Kompetition ausgelst. Diejenigen Synapsen, die
weniger synaptische Aktivitit (als ihre Nachbarsynap-
sen) haben, werden abgebaut. Bei Motoneuron-Synapsen
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fiihrt starke Aktivitat zu einem positiven Feedback von der
postsynaptischen Muskelzelle (trophic support), das wahr-
scheinlich aus Wachstumsfaktoren besteht. Schwache Ak-
tivitdt hat ein negatives Feedback zur Folge, entweder Ent-
zug von trophic support, oder sogar ein punishment- (d. h.,
Straf-)Signal. Wie solche Signale lokal auf engem Raum
vermittelt werden, ist unbekannt. Bei der dLGN-Entwick-
lung findet man die Komplement-Untereinheit Clq als
Phagozytosesignal auf prasynaptischen Strukturen, die
nicht in unmittelbarer Nachbarschaft einer Postsynapse
sind. In beiden Beispielen wird durch einen funktionel-
len Test entschieden, ob die Synapse entfernt wird oder
nicht.

In Drosophila c4da-Neuronen wird Pruning durch das
Verpuppungshormon Ecdyson ausgeldst, dessen Konzen-
tration zu Beginn der Puppenphase stark ansteigt. Ecdy-
son induziert die Expression von Pruning-Genen, die
den Dendritenabbau intrinsisch, also ohne Feedback von
anderen Zellen bewirken. Pruning von L5-corticospinalen
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Abb. 2: Zeitverlauf und zellbiologische Mechanismen des dendritischen Pruning von Drosophila c4da-Neuronen. (A) Zeitverlauf. Larvale
c4da-Neurone haben zu Beginn der Puppenphase (0 hours after puparium formation, h APF) lange und verzweigte sensorische Dendriten.
Nach etwa 5 h APF diinnen die Dendriten proximal aus und brechen. Bis 12 h APF fragmentieren die abgebrochenen Dendriten und werden
anschlieBend phagozytisch entfernt. Nach 16 Stunden ist der Prozess beendet, die Axone bleiben bestehen. (B) Zellbiologische Mechanis-
men. In der Reihenfolge des zeitlichen Auftretens: Ecdyson-abhangige Transkription von Pruning-Genen im Zellkern (blau) ab 0 h APF;
Dendritendestabilisierung um 5 h APF: Mikrotubuli (schwarze Linien) werden lokal abgebaut, und Plasmamembran wird lokal durch
Endozytose entfernt (gelbe Vesikel); Fragmentierung von Dendriten durch Caspasen (lila) zwischen 5-12 h APF; anschlieSend Phagozytose

durch Epidermiszellen (gelbe Vesikel).
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Axonen beruht auf Abstoflung durch die repulsiven axon
guidance-Rezeptoren PlexinA3/A4. Die Spezifitit dieser
Abstoflung wird dadurch erreicht, dass nur L5-Neuronen
aus dem visuellen Kortex, aber nicht jene aus dem Mo-
torkortex, diese Rezeptoren exprimieren. Daher sind die
Axone von L5-Neuronen aus dem Motorkortex insensitiv
gegen das Sema 3F-Signal und persistieren, wiahrend die
der L5-Neurone aus dem visuellen Kortex im Riickenmark
entfernt werden. Der entscheidende Faktor ist hier eben-
falls ein (gewebespezifischer) Unterschied in der Genex-
pression — ob Unterschiede in der neuronalen Aktivitat
hier auch eine Rolle spielen, ist noch unbekannt. Stereo-
typisches grofskaliges Pruning wird also oft durch Ande-
rungen der Genexpression kontrolliert.

Lokale intrinsische Effekte auf
Zytoskelett und Plasmamembran

Sowohl beim Pruning durch Retraktion als auch beim
Pruning durch Degeneration spielen lokale Anderungen
in Zytoskelett und Plasmamembran eine wichtige Rolle.
Im Riickzug befindliche Motoneuron-Axone an der neu-
romuskuldren Endplatte zeigen im Vergleich zu stabilen
Axonen weniger Mikrotubuli und desorganisierte Neurofi-
lamente (Bishop et al., 2004) Wie diese Aktivitdten durch
negatives Feedback vom Muskel ausgeldst werden, ist un-
Klar.

In c4da-Neuronen werden Mikrotubuli lokal in pro-
ximalen Dendriten zerstort, wo der Dendrit schliefilich
abbrechen wird. Die Plasmamembran von c4da-Neuronen
ist zu Beginn der Puppenphase ebenfalls starken Ande-
rungen unterworfen. So wird durch lokale Endozytose in
proximalen Dendriten Membran abgezogen (Kanamori et
al., 2015). Durch welche Signalwege Ecdyson diese lokalen
Effekte bewirkt, ist noch unbekannt.

Membran- und Zytoskelettregulation spielen héchst-
wahrscheinlich auch eine wichtige Rolle beim Pruning von
L5-Axonen. Ob RGC-Synapsen vor der Phagozytose intrin-
sisch destabilisiert werden miissen, ist unklar.

Fragmentierung durch Caspasen
und Phagozytose

Beim stereotypischen grofiskaligen Pruning zerfallen
Neuriten meist noch vor ihrer Phagozytose in kleine Frag-
mente. Interessanterweise fragmentieren Neuriten auch,
wenn Nervenzellen durch Apoptose absterben, was auf
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einen dhnlichen Mechanismus hinweist. Tatsdchlich wird
die Fragmentierung in c4da-Neuronen durch Caspasen
vermittelt, und Caspasen sind mittlerweile in mehreren
Pruning-Modellen impliziert worden (Schuldiner und Ya-
ron, 2015). Ob die Fragmentierung von L5-Axonen oder die
Entstehung von Axosomen beim Pruning von Motoneuron-
Axonen ebenfalls auf Caspasen beruht, ist noch nicht un-
tersucht worden.

Ein sehr wichtiger Mechanismus beim Pruning ist
Phagozytose. In c4da-Neuronen werden die fragmentier-
ten Dendriten durch Epidermiszellen phagozytisch ent-
fernt (Han, 2014). Phagozytose ist auch fiir das Pruning
von RGC-Synapsen wichtig, diese kdnnen also nicht allein
durch Retraktion entfernt werden. Wenn die Phagozytose
von RGC-Synapsen im dLGN inhibiert ist, bleiben die {iber-
zdhligen Synapsen funktional, offensichtlich haben hier
die Phagozyten auch eine Funktion bei der Inaktivierung
der Synapsen. Bei der Motoneuron-Synapseneliminierung
werden Axosomen von myelinierten Schwannzellen auf-
genommen, eine potenzielle Rolle der Phagozytose beim
Pruning von L5-Axonen ist wahrscheinlich, wurde aber
noch nicht untersucht.

Ausblick

Viele Mechanismen des Pruning sind in den Grundrissen
schon gut verstanden. Eine der wichtigsten offenen Fragen
ist die der raumlichen Regulation — wie wird bestimmt, bis
wohin ein Axon oder ein Dendrit abstirbt? Ebenfalls noch
nicht sehr gut verstanden ist der Mechanismus der Syn-
apsenkompetition. Die Erforschung der genauen moleku-
laren Signalwege, durch die die Pruning-Ausloser wirken,
wird sicher bald Antworten auf diese Fragen geben.
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Abstract: The axons, dendrites and synapses of neurons
are among the most intricate structures cells can build.
Their morphogenesis involves growth mechanisms, but
also regressive mechanisms like retraction or degener-
ation of supernumerary or non-specific processes. Re-
gressive mechanisms are collectively known as pruning.
Pruning can serve the specification of neuronal circuits or
the removal of developmentally intermediate structures.
Pruning can affect both single synapses or long stretches
of neurite. Here, we introduce well-characterized models
of developmental pruning in mammals and Drosophila
with their presumed purpose, triggers and cell biological
mechanisms. We will then define general mechanistic fea-
tures of pruning.

Keywords: circuit assembly; neurodegeneration; phago-
cytosis

Introduction

The long and often branched processes of neurons, ax-
ons and dendrites, are specialized compartments used
to collect and propagate information, respectively. Infor-
mation is passed on between neurons through synaptic
connections. During development, neurites can grow long
distances towards their respective target areas, and sev-
eral mechanisms ensure that growing neurites find their
proper synaptic targets with high precision. However,
phases of neurite outgrowth are often also followed by
phases of neurite removal during development. Such re-
gressive mechanisms are often collectively referred to as
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“pruning” (from a gardening expression that means “to
weed out branches”) (Schuldiner and Yaron, 2015). For
example, after a phase of rapid synapse formation during
the first year after birth, the human brain experiences a
steady decrease in synapse density during later develop-
ment until a plateau is reached at the onset of adulthood
(Huttenlocher, 1990). But it is not only small synapses that
can be removed through pruning, but also long stretches
of axon or dendrite. In this review, we discuss four exam-
ples of neurite pruning across model organisms in order
to explain the general features and cell biological mech-
anisms of pruning. These examples are: (1) motoneuron
axon pruning at the mammalian neuromuscular junction,
(2) pruning of retinal ganglion cell synapses in the higher
order visual system, (3) pruning of corticospinal tract ax-
ons of layer V cortical neurons, and (4) pruning of class
IV dendritic arborization (c4da) neurons in the fruit fly
Drosophila.

Pruning: circuit specification and
more

Why do neurons build synapses or neurites just to degrade
them again later on during development? For one, neurons
(many billions in the mammalian brain) must make many
highly specific synaptic connections (often thousands for
a mammalian neuron in the brain). Accordingly, many
specificity pathways are known that guide axons to their
correct targets and promote synaptic connections only be-
tween specific pre- and postsynaptic partners. These sys-
tems usually consist of transmembrane receptors and their
respective ligands on synaptic partners. The diversity of
these receptors is relatively high, and is even increased by
alternative splicing (some axon guidance receptors have
hundreds of splice isoforms). Yet the question arises if the
combinatorial possibilities of a few thousand transmem-
brane receptors can encode enough specificity for each of
these many billions of synapses to be purely genetically
encoded. In other words, errors in connectivity during the
initial progressive phase of neuronal development might
be unavoidable. Subsequent corrective measures such
as pruning would be required to achieve the connection
specificity needed for proper brain function. Alternative-
ly, mammalian brain circuit development might actually
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involve a trial-and-error mechanism. In such a scenario,
the best-suited out of a number of randomly-made synap-
tic connections would be selected by functional tests, and
others would be removed. In both scenarios, pruning en-
hances the specificity of brain connectivity.

Another case where pruning is necessary are develop-
mental transitions of the nervous system. A good example
for this type of pruning are holometabolous insects, whose
life cycles are divided into morphologically very distinct
larval and adult phases. The nervous system of a fly larva
is adapted to its lifestyle of crawling and eating, while that
of the adult fly is adapted to flying and reproducing. Many
parts of the larval nervous system are useless in adult life
and are therefore removed during metamorphosis, the lar-
val-to-adult transition. Here, pruning serves the removal
of developmental intermediates.

A distinction that is often made is between small-scale
and large-scale pruning. Small-scale pruning refers to the
pruning of single synapses or small stretches of neurite,
whereas large-scale pruning can remove long parts of
primary axons or dendrites. Small-scale pruning involves
retraction as a mechanism, whereas large-scale pruning
uses neurite degeneration (i. e., severing and fragmenta-
tion) as a mechanism. Large-scale pruning tends to be ste-
reotyped, i. e., the identity of the pruned branch, the tim-
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ing, and the spatial aspects of the degeneration process
are predetermined. Small-scale pruning is usually the re-
sult of activity-dependent synapse competition, such that
the identity of the pruned synapse or branch is not clear
from the beginning. Large-scale pruning events are usual-
ly involved in the removal of developmental intermediates
such as during insect metamorphosis.

(1) Synapse elimination at the mammalian
neuromuscular junction (NM))

At birth, skeletal NMJs in mammals are innervated by
multiple motoneuron axons. During the first two postna-
tal weeks, motoneuron axon branches are systematically
eliminated until each NMJ is only innervated by one mo-
toneuron axon (Fig. 1A). Pruning axons initially thin out
and retract from the NMJ, while the prevailing axon takes
over the whole NM]J. Retreating axons often form a charac-
teristic “retraction bulb” at the end, and they leave behind
small membrane-bound particles termed axosomes (Bish-
op et al., 2004). Retraction stops at the next axon branch
point.

Motoneuron synapses are eliminated by a competitive
mechanism. For each NMJ, the presynaptic terminal that

contra

Fig.1: Examples of pruning during mammalian neuronal development. A Synapse elimination at the Neuromuscular junction (NM)). First,
NMJs receive input from multiple motoneurons (MN) (left), weaker axons retract in the following (right). B Eye specific segregation of retinal
ganglion cell (RGC) axons in the dorsal Lateral Geniculate Nucleus (dLGN).Target areas of ipsi- and contralateral RGC axons overlap around
birth(left), non-specific inputs are eliminated, leading to segregation of target areas (right). C Axon pruning of cortical L5-neurons.
L5-neurons from visual and motor cortex project initially both to the spinal cord and to visual centers such as the Superior Colliculus (SC)

(left), nonspecific axons degenerate eventually (right).
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releases more neurotransmitter — and hence activates the
muscle better — is stabilized, while the weaker presynaptic
terminal is destabilized. This can be mimicked experimen-
tally by activating or inhibiting single axons, which en-
hances or decreases their chances of prevailing at the NMJ.
Stabilization and destabilization involve retrograde feed-
back from the muscle to the individual presynaptic axon
terminals. It has been postulated that mature and imma-
ture isoforms of Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF)
can act as such stabilizing and destabilizing feedback sig-
nals, respectively (Je et al., 2012). Weak axon branches are
systematically destabilized. They contain fewer stabilizing
cytoskeletal elements, and retraction bulbs contain lyso-
somes (membrane degrading organelles). Axosomes are
often engulfed by myelinating Schwann cells. NMJ syn-
apse elimination serves to specify muscle inputs and is an
example of small-scale pruning.

(2) Eye-specific segregation of retinal
ganglion cell axons

Retinal ganglion cells (RGCs) transfer visual information
from the eye into the brain for information processing in
the central nervous system (CNS). One of the first relay
centers in this pathway is the dorsal Lateral Geniculate
Nucleus (dLGN), a thalamic center in the diencephalon.
Each dLGN hemisphere receives major input from the op-
tic nerves and from both the ipsi- and the contralateral eye
(Fig. 1B). It could be demonstrated through dye injection
experiments that ipsi- and contralateral RGC projections
in the dLGN are strictly segregated into patch-like struc-
tures. This segregation is important for the calculation
of stereo vision in the brain. Segregation of inputs arises
developmentally through pruning of wrongly targeted in-
puts. RGC segregation is probably driven by competition
between RGC axons. If neuronal transmission is experi-
mentally decreased in one eye, RGC inputs in the dLGN
from this eye are preferentially pruned, and segregation
defects occur (Schafer et al., 2012). Weak RGC synapses
are marked by components of the complement cascade.
Complement proteins are part of the innate immune sys-
tem in the blood that bind to bacteria and mark them for
phagocytosis. During development, they are also found
in the CNS. Just as complement-marked bacteria in the
blood are engulfed and digested by phagocytes, comple-
ment-marked RGC synapses are phagocytosed by micro-
glia, the CNS immune cells. Apart from microglia, synaps-
es can also be engulfed by astrocytes. This type of glial
cell does not use complement to detect weak synapses,
but the receptor MEGF10 that normally recognizes apop-
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totic (i.e., dying) cells (Chung et al., 2013). Lack of the
above receptors leads to segregation and connectivity
defects in the dLGN. RGC axon segregation is an exam-
ple of small-scale pruning and serves to specify visual
circuits.

(3) Selective elimination of layer V corticos-
pinal tracts

The mammalian neocortex is organized into five layers of
neurons. Pyramidal neurons in layer V (L5) signal cortical
output to other regions in the CNS. Layer V neurons from
different cortical areas project axons to different targets:
L5 neurons in the visual cortex project to the Superior Col-
liculus (SC), a visual computation center, whereas L5 neu-
rons in the motor cortex project axons to the spinal cord.
In mice, L5 neuron axons start to grow around birth. All L5
neuron axons extend out of the cortex through a common
pathway, and all L5 neuron axons initially extend to the
spinal cord. Next, collateral axon branches start to grow
out of the primary axon to other targets (Fig. 1C). Specific-
ity is eventually achieved through pruning of non-specific
projections, i. e., spinal cord projections of visual cortex
L5 neurons and SC projections of motor cortex L5 neurons
are removed. This specification occurs within the next
week after birth when the different areas in the cortex
acquire specific functions. The wrongly projected axonal
branches (some centimetres in length) become fragment-
ed and eventually disappear. Thus, L5 axons are pruned
through a degenerative mechanism. Wrongly targeted
L5 axons are probably repulsed by their targets: layer V
neurons from visual cortex, but not from motor cortex, ex-
press the repulsive axon guidance receptors neuropilin-2
and PlexinA3/A4, whose repulsive ligand Semaphorin
3F is expressed in the spinal cord (Low et al., 2008). Acti-
vation of this receptor leads to repulsion from the spinal
cord. Mutants for PlexinA3/A4 cannot prune their visual
corticospinal projections. In this way, visual L5 axons in
the spinal cord are pruned but motor L5 axons are not. L5
neuron axon pruning is large-scale and stereotyped, as
the timing and the identity of the pruned branches can be
precisely predicted.

(4) Dendrite pruning of Drosophila c4da
neurons

Class IV dendritic arborization (c4da) neurons are nocic-
eptive sensory neurons in the skin of larvae of Drosophila
fruit flies. These neurons have long and branched sen-
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sory dendrites which cover the whole larval body wall.
These dendrites are in close association with epidermal
cells. During metamorphosis, larval epidermal cells are
replaced by new adult skin cells, and the c4da neuron
dendrites lose their substrate. They are therefore pruned
at the onset of the pupal phase (Fig.2A), while the cell
body and axon of the neuron stay intact. Because of the
ease of genetic manipulation and the accessibility of c4da
neurons for microscopic analysis, c4da neuron dendrite
pruning is one of the best-understood pruning models.
C4da neuron dendrite pruning is induced by the puparia-
tion hormone ecdysone. Ecdysone activates the ecdysone
receptor EcR-B1, a transcription factor which activates a
relatively small number of pruning genes (Fig. 2B). These
include Sox14, a transcription factor which in turn acti-
vates the transcription of the MICAL gene (Kirilly et al.,
2009). MICAL encodes an enzyme that can sever actin fil-
aments, stabilizing cytoskeletal components. At the cell
biological level, signs of dendrite pruning can be detected
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at three to five hours after the onset of the pupal phase
(hours after puparium formation, h APF). Firstly, the cy-
toskeleton (in particular, microtubules) are disassembled
in the proximal dendrites (Lee et al., 2009) (Fig. 2B). Micro-
tubule disassembly requires the activity of a microtubule
severing enzyme known as Katanin p60-likel. Secondly,
endocytic vesicles are observed in proximal dendrites
(Kanamori et al., 2015). These vesicles retrieve membrane
material from the plasma membrane. The combination of
microtubule disassembly and membrane retrieval leads
to thinning and destabilization of proximal dendrites.
Proximal thinnings act as diffusion barriers between the
distal dendrites and the soma. These distal parts display
spatially confined pulses (“transients”) of Ca* influx.
Their appearance is a good indicator that the dendrite
will soon break off (Kanamori et al., 2015). At about 6h
APF, dendrites start to break at the proximal thin sites.
At this time, active caspases can be detected in the den-
drites (Fig.2A, B). These proteases are usually activated

engulfment

Fig. 2: Timecourse and cell biology of Drosophila c4da neuron dendrite pruning. A Timecourse. Larval c4da neurons have long and branched
sensory dendrites at the start of the pupal phase (0 hours after puparium formation, h APF). At about 5 h APF, dendrites thin out proximally
and start to break. Fragmentation of broken dendrites lasts until 12 h APF, and fragments are removed by phagocytosis. Dendrite pruning is
finished after about 16 h APF. C4da neuron axons persist. B Cell biology of dendrite pruning. In order of occurence: ecdyson-dependent
expression of pruning genes in the cell nucleus (blue) at 0 h APF; dendrite destabilisation around 5 h APF: microtubules (black lines) are
destroyed locally, and membrane material is retrieved through endocytosis (yellow vesicles); fragmentation of dendrites by caspases
(purple) between 5-12 h APF; phagocytosis by epidermal cells (yellow vesicles).
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in cells undergoing regulated cell death (Williams et al.,
2006). Caspase activation leads to dendrite fragmentation
between six and ten hours APF. The dendritic remnants
are then phagocytosed by the epidermal cells surround-
ing the dendrite (Han et al., 2014) (Fig. 2A, B). To this end,
epidermal cells use the receptor Draper, a homolog of the
glial synapse receptor MEGF10. By 16 hours APF, c4da
neuron dendrite pruning is completed. During the next
two days, the epidermis and the muscle cells surrounding
c4da neurons are renewed, after which the c4da neurons
extend new dendrites that are adapted to the adult skin.
C4da neuron dendrites are developmental intermediates,
and their pruning is an example of stereotypic large-scale
pruning.

How is pruning initiated?

There are two principle ways to trigger pruning. In the case
of synapse elimination at the NMJ and RGC axon pruning
in the dLGN, pruning is induced if the synaptic connection
does not hold up to a certain standard, or is weaker than
its neighbors. At the NM]J, sufficient activity leads to posi-
tive feedback in the form of growth factors (also known as
trophic support), while insufficient activity leads to with-
drawal of support, or even to a “punishment” signal. How
these support or punishment signals are applied locally
is not known, nor how they induce retraction. In the de-
veloping dLGN, the complement component Clq is found
on presynaptic terminals that are not closely appositioned
onto postsynapses. In both cases, a functional test deter-
mines whether a synapse should be pruned or not.

In Drosophila c4da neurons, the trigger for dendrite
pruning is the pupariation hormone ecdysone whose lev-
els rise sharply at the onset of metamorphosis. Ecdysone
induces the expression of pruning genes. This set of
genes induces an intrinsic dendrite pruning program, i. e.,
no information from other cell types is needed. One trigger
for L5 neuron axon pruning are repulsive cues in the envi-
ronment. Interestingly, the specificity here arises through
the tissue-specific expression of repulsion receptors. The
repulsive ligand Sema 3F is expressed in the spinal cord.
The repulsive receptors are expressed in neurons from
visual cortex, but not in neurons from the motor cortex.
Therefore, only axons of L5 neurons from visual cortex
can be repulsed (and pruned), the axons of motor cortex
neurons are insensitive to the signal. Thus, the cause for
pruning is a tissue-specific difference in gene expres-
sion. Whether activity also plays a role in L5 axon prun-
ing has not been determined. Taken together, stereotypic
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large-scale pruning is often induced through changes in
gene expression.

Local effects on cytoskeleton and
plasma membrane

Both pruning by retraction and pruning through degen-
eration must involve alterations of the cytoskeleton and
plasma membrane of the affected neurite. During moto-
neuron synapse elimination, retracting axons have fewer
microtubules and disorganized neurofilaments compared
to stable branches (Bishop et al., 2004). It is unknown how
these effects are induced by negative feedback from the
muscle.

In c4da neurons, microtubules are selectively de-
stroyed in the proximal regions where the dendrite will
eventually break. The plasma membrane of c4da neurons
is also strongly altered at the onset of metamorphosis. In
particular, a local increase in endocytosis in proximal den-
drites thins dendrites locally and generates presumptive
break sites. How microtubule removal and endocytosis are
induced by ecdysone is not yet known.

Membrane and cytoskeletal destabilization are sure to
play a role during L5 axon pruning. It will be interesting to
see whether single RGC synapses need to be destabilized
before microglial phagocytosis.

Fragmentation by caspases and
phagocytosis

During stereotypic large scale pruning, neurites are usu-
ally fragmented before their phagocytosis. Fragmentation
of neurites also occurs during neuronal cell death, indi-
cating mechanistic similarities. Indeed, fragmentation
depends on caspases in c4da neurons, and caspases have
been implicated in other pruning models as well (Schuld-
iner and Yaron, 2015). It is interesting to speculate that
also motoneuron axosome shedding and fragmentation of
L5 axons might involve caspases.

Phagocytosis is a very important mechanism during
pruning. It is required for removal of dendritic debris dur-
ing c4da neuron dendrite pruning (Han et al., 2014), and
also for RGC synapse pruning in the dLGN - apparently,
these synapses cannot be pruned through retraction. Inhi-
bition of phagocytosis in the dLGN results in hyperinner-
vation (Schafer et al., 2012). Thus, phagocytosis actively
promotes synapse disassembly. Potential roles for phago-
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cytosis during motoneuron axon pruning or L5 axon prun-
ing have not been assessed. Based on the observation that
L5 axons prune by fragmentation, at least in this model a
phagocytic mechanism is likely.

Outlook

Several pruning mechanisms have now been described
and much can be inferred from comparisons as seen
above. One important open question is that of spatial reg-
ulation — how are severing sites determined, and what de-
termines where pruning stops? The mechanisms underly-
ing synaptic competition are also not yet well understood.
The elucidation of the signaling pathways downstream of
pruning triggers (i. e., how do hormones or punishment
signals signal to the cytoskeleton?) will probably give new
insights into these questions.
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Zusammenfassung: Wahrend y-Aminobuttersdure (GABA)
im adulten Gehirn synaptische Hemmung vermittelt,
wirkt es auf unreife Nervenzellen zumeist depolarisierend
und teilweise erregend. In-vivo-Studien haben jiingst we-
sentliche Aspekte dieses Konzeptes bestétigt, zugleich
aber deutliche Belege fiir eine primdar hemmende GABA-
Wirkung bereits im neonatalen Kortex geliefert. Erste
experimentelle Daten deuten an, dass depolarisierende
GABA-Antworten fiir die aktivititsabhdngige Ausreifung
neuronaler Schaltkreise in vivo von erheblicher Relevanz
sein kénnten. Ein kohédrentes Bild der Bedeutung GABAer-
ger Synapsen im unreifen Gehirn kann gegenwdrtig je-
doch nicht gezeichnet werden. Die Aufkldarung moglicher
entwicklungsbiologischer Funktionen der GABAergen
Depolarisation bleibt daher ein wichtiges Anliegen fiir zu-
kiinftige Untersuchungen.

Schliisselworter: Entwicklung; Erregung; GABA; Hem-
mung; in vivo

Einleitung

Der Informationstransfer im zentralen Nervensystem
(ZNS) ist im Wesentlichen an die Funktion chemischer Sy-
napsen gebunden. Dabei diktiert das rdumlich-zeitliche
Muster erregender und hemmender synaptischer Ein-
gidnge mafigeblich das Aktivitdtsniveau eines Neurons.
Wegweisende Arbeiten der 1950 bis 1970er Jahre konnten
nachweisen, dass die synaptische Hemmung im Gehirn
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adulter Sdugetiere vor allem durch den Neurotransmit-
ter y-Aminobuttersdure (GABA) vermittelt wird. Intakte
GABAerge Ubertragung bildet die Grundlage einer Balance
von Erregung und Hemmung, deren Stérung im Rahmen
zahlreicher ZNS-Erkrankungen bedeutsam ist. In-vitro-
Arbeiten haben zudem eine ausgepriagte Entwicklungs-
abhingigkeit der GABAergen Ubertragung aufgedeckt. Im
vorliegenden Ubersichtartikel werden wir die Grundlagen
dieser ontogenetischen Entwicklung beleuchten und ins-
besondere neue Daten aus In-vivo-Untersuchungen am
unreifen Gehirn vorstellen.

GABAerge Hemmung im adulten
Gehirn

Schnelle postsynaptische GABA-Effekte werden in erster
Linie iiber ionotrope GABA ,-Rezeptoren (GABA,R) vermit-
telt, die fiir Chlorid- und in geringerem Maf3e Bikarbonat-
ionen permeabel sind (Bormann et al., 1987) (Abb. 1A). Da-
bei beruht die GABA ,R-vermittelte Hemmwirkung auf zwei
Hauptmechanismen: I) Hyperpolarisation (voltage inhibi-
tion) und IT) Erth6hung der Membranleitfiahigkeit (shunting
inhibition). Erstere kommt zustande, wenn das Umkehrpo-
tential fiir GABA,R-abhédngige Strome (E,;,) negativer als
das Membranpotential (V,,) ist, und ist daher zwingend an
eine niedrige intrazelluldre Chloridkonzentration ([Cl],,)
gebunden. Shunting inhibition beruht hingegen auf einem
(partiellen) Kurzschluss erregender Membranstrome, die
zum Beispiel an benachbarten glutamatergen Synapsen
generiert werden. Entsprechend dem Ohmschen Gesetz
vermindert die lokale Absenkung des Membranwiderstan-
des die Auslenkung von V,, und zwar unabhéngig von der
treibenden elektrochemischen Kraft (DF;,p, = V,, — Egapas
driving force). Mit anderen Worten: Selbst depolarisieren-
de GABA,R-vermittelte Strome konnen eine Hemmung
neuronaler Aktivitdt zur Folge haben.
Hyperpolarisierende GABA,R-Antworten gehen also
mit einem Chlorideinstrom einher, welcher wiederum
DF;,s. vermindert. Diese Chloridbeladung kann durch
die Bikarbonatleitfahigkeit der GABA,R weiter verstarkt
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werden: Da das Umkehrpotential fiir Bikarbonationen
(ca. -10 mV) deutlich positiver als das Ruhemembranpo-
tential ist, fithrt die Aktivierung von GABA,R zu einem de-
polarisierenden Bikarbonatausstrom. Zeitgleich wird die
intrazelluldre Bikarbonatkonzentration durch die Aktivi-
tit von Carboanhydrasen (Isoformen 2 und 7) stabilisiert
(Abb.1A). Intensive GABA,R-Aktivierung resultiert daher
in einem schnellen Kollaps der treibenden Kraft fiir Chlo-
rid-, nicht aber Bikarbonationen. Dieser Mechanismus
kann in adulten Neuronen zu GABA,R-vermittelter Depo-
larisation fiihren, welche eine weitere passive Chloridbe-
ladung nach sich zieht (siehe Hiibner & Holthoff, 2013).

Neuronale Chloridextrusion

Neurone sind daher auf Mechanismen der Chloridextru-
sion angewiesen, um die Effektivitdt synaptischer (nicht
notwendigerweise hyperpolarisierender) Inhibition auf-
rechtzuerhalten. Die neuronale Chloridextrusion beruht
vor allem auf einem elektroneutralen, sekundar-aktiven
K*/Cl--Kotransport (Misgeld et al., 1986) (Abb. 1A). Die-
ser ist in den meisten Neuronen des adulten ZNS durch
den K*/Cl-Kotransporter KCC2 (SLCI2A5) reprdsentiert
(Rivera et al., 1999; Hiibner et al., 2001). Zudem koénnen
Na*-abhéngige (zum Beispiel NCBE und NDCBE, Na‘*-
dependent chloride-bicarbonate exchanger) sowie Na'*-
unabhingige (zum Beispiel AE3, anion exchanger 3) Cl-/
HCO; Austauscher die [CI7];, modulieren (Hiibner & Holt-
hoff, 2013). Ferner sind Chloridkanéle in die Regulation
der [Cl7],, involviert, indem sie bestehende Gradienten
durch passiven Ionenfluss vermindern. Beispielhaft sei
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der einwarts gleichrichtende Chloridkanal CIC2 genannt,
der in hippokampalen Pyramidenzellen wesentlich zur
Ruhemembranleitfahigkeit beitrdgt und an der passiven
Chloridextrusion nach aktivitdtsinduzierter Chloridbela-
dung beteiligt ist (Rinke et al., 2010).

Ontogenetische Veranderungen der
Chloridhomdostase

Es wird haufig iibersehen, dass die niedrige [Cl],, eine
Spezialisierung reifer ZNS-Neurone und zugleich eine
zellbiologische Ausnahme darstellt. Diese trifft fiir unreife
Nervenzellen nicht zu. Wegweisende Arbeiten der 1990er
Jahre haben einen ausgepragten Anstieg der neuronalen
Chloridextrusion im Verlauf der frithen postnatalen Ent-
wicklung nachgewiesen (Luhmann & Prince, 1991). Die-
ser ist vor allem auf eine Zunahme der KCC2-Expression
zuriickzufiihren (Rivera et al., 1999; Hiibner et al., 2001)
(Abb. 1B). Welche Folgen hat die geringe Kapazitidt der
Chloridextrusion fiir die GABAerge Ubertragung im un-
reifen ZNS? Umfangreiche In-vitro-Studien belegen, dass
GABA unreife Neuronen meist depolarisiert (Ben-Ari et al.,
1989). Dieser Befund wurde durch diverse elektrophysio-
logische und optische Messmethoden bestatigt, welche
die [CI'],, nicht beeinflussen (Owens et al., 1996; Yamada
et al., 2004; Achilles et al., 2007; Kirmse et al., 2010; Tyzio
et al., 2011). Wesentliche Erkenntnisse aus diesen Unter-
suchungen lauten: 1) E,;, ist in unreifen Neuronen typi-
scherweise weniger negativ als das Ruhemembranpoten-
tial, weshalb die DF,,;, depolarisierend wirkt); 2) GABA
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Abb. 1: Zelluldre Grundlagen der GABA,R-Wirkung. A, Darstellung wichtiger Mechanismen, die an der Festsetzung von Eg,;, beteiligt sind.
Der intrazelluldre pH wird effektiv durch die Hydratisierung von CO, gepuffert, welche durch Carboanhydrase (CA) 2/7 katalysiert wird. B,
Neokortikale mRNA-Expression von NKCC1 (SLC12A2), KCC2 (SLC12A5), den prasynaptischen GABAergen Markern VGAT (SLC32A1, vesikuldrer
GABA-Transporter) und GAD65 (GAD2, Glutamatdecarboxylase 65) sowie der y2-GABA,R-Untereinheit (GABRG2) wéahrend der Humanentwick-
lung. Die gestrichelte Linie entspricht dem normalen Geburtstermin. Schematisch nach Human Brain Transcriptome Project (www.hbatlas.

org) (Kang et al., 2011).
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kann in unreifen Neuronen Aktionspotentiale auslésen; 3)
[CI'],, nimmt im Verlauf der postnatalen Entwicklung
deutlich ab.

Insofern nicht allein von einem Bikarbonatstrom ge-
tragen, reflektiert die GABA,R-abhdngige Depolarisation
eine nicht-passive Chloridverteilung. Letztere resultiert
aus einer sekundar-aktiven Chloridakkumulation, die we-
sentlich durch den elektroneutralen Na*/K*/2Cl--Kotrans-
porter NKCC1 (SLCI2A2) bedingt ist (Yamada et al., 2004;
Sipild et al., 2006; Wang & Kriegstein, 2008; Pfeffer et al.,
2009). Ferner konnte in Hirnschnitten gezeigt werden,
dass NKCC1 essentiell fiir die Generierung bestimmter
Formen synchronisierter Netzwerkaktivitdt (sogenann-
ter giant depolarizing potentials) ist (Ben-Ari et al., 1989;
Pfeffer et al., 2009). Insgesamt fiihrten die Befunde zur
weithin anerkannten Schlussfolgerung, dass GABA als
wichtiger (eventuell wichtigster) exzitatorischer Transmit-
ter des heranreifenden Gehirns fungiert. Wahrend friihere
Untersuchungen an Nagern mehrheitlich eine Abnahme
der NKCC1-Expression iiber die postnatale Entwicklung
berichteten (fiir eine Ubersicht siehe Kirmse et al., 2011),
konnte dies durch jlingere quantitative Untersuchungen
an humanem Material nicht bestitigt werden (Kang et al.,
2011) (Abb. 1B). In welchem Mafle weitere Chloridtrans-
porter in die Aufrechterhaltung einer depolarisierenden
DF;,za in unreifen Neuronen involviert sind, kann aktuell
nicht abschlieflend beurteilt werden (Hiibner & Holthoff,
2013).

Die Problematik von Steady-state-
Messungen in In-vitro-Modellen

Typische Werte fiir E;,;, in neonatalen Neuronen in vitro
belaufen sich auf -60 bis —30 mV. Folglich operiert NKCC1
nicht im thermodynamischen Gleichgewicht (in dem
E,-~-10 mV), sondern vermittelt einen Nettoeinwérts-
transport. Die Abweichung ist auf ein dynamisches Flief3-
gleichgewicht zwischen Chloridtransport und passiven
Chloridstromen durch Ionenkanile zuriickzufiihren, in
welchem Anderungen der Chloridleitfahigkeit (g-) und/
oder Chloridtransportrate zu Anderungen der [Cl7],, und
damit E;,;, fithren. Hinzu kommt, dass elektrophysiologi-
sche Analysen eine geringe Kapazitiat der NKCCl-vermittel-
ten Chloridakkumulation ergaben (Achilles et al., 2007).
An Hirnschnitten gewonnene Daten belegen beispielswei-
se, dass eine vermehrte synaptische GABA,R-Aktivierung
DF,, stark vermindern kann (Kolbaev et al., 2011). Die
frithe Netzwerkaktivitat tritt typischerweise in Form dis-
kreter Ereignisse auf, welche grofle Neuronenpopulatio-
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nen synchronisieren und mit Salven GABA ,R-vermittelter
postsynaptischer Strome (PSC, postsynaptic currents) ein-
hergehen (Khazipov et al., 2004; Kummer et al., 2016). Da-
her kann o. g. ionale Plastizitat fiir die aktivititsabhdngige
Modulation GABAerger Ubertragung in vivo von erhebli-
cher Bedeutung sein. Zudem wird deutlich, dass E;,z, im
intakten Gehirn nicht aus In-vitro-Schitzwerten abgeleitet
werden kann. Um die zelluldren Funktionen GABAerger
Ubertragung beurteilen zu kénnen, sind In-vivo-Messun-
gen folglich von elementarer Wichtigkeit.

Zelluldre und Netzwerkwirkungen
GABAerger Ubertragung im unreifen
ZNS in vivo

Vor dem Hintergrund fehlender In-vivo-Daten wurde das
Konzept der GABAergen Depolarisation/Exzitation grund-
sdtzlich in Frage gestellt. Konkret wurde postuliert, dass
die depolarisierende GABA-Wirkung I) aus einer energe-
tischen Deprivation der In-vitro-Prdparationen resultie-
re (Rheims et al., 2009) oder II) Folge der traumatischen
Schédigung von Hirnschnitten sei (Dzhala et al., 2012).
Die vorgebrachten Einwdnde konnten jedoch in unabhén-
gigen Studien widerlegt bzw. nicht bestétigt werden (fiir
weiterfiihrende Darstellungen siehe Kirmse et al., 2011;
Ben-Ari et al., 2012).

Jiingste Untersuchungen an In-vivo-Prdparationen
haben unser Verstindnis der GABA-Wirkung im intakten
unreifen Gehirn beachtlich erweitert. So gelang Zhang
und Kollegen mittels Perforated-patch-clamp-Ableitungen
der Nachweis einer depolarisierenden GABA-Wirkung in
retinalen Ganglienzellen des Zebrafisches (Zhang et al.,
2010). Hierbei zeigte sich ein Wechsel von de- zu hyper-
polarisierender GABA-Wirkung zwischen Tag 2 und 3 nach
Fertilisation, welcher zeitlich mit der Ausbildung senso-
risch-evozierter PSC iiberlappte. Unterschwellig depola-
risierende GABAerge Eingdnge konnten kiirzlich auch im
optischen Tektum von Kaulquappen des Krallenfrosches
nachgewiesen werden (van Rheede et al., 2015).

Cell-attached-Registrierungen von Neuronen der korti-
kalen Schicht 2/3 in 3—-4 Tage alten Madusen lieferten jiingst
den ersten direkten Nachweis GABAerger Depolarisation
im intakten Sdugerhirn (Kirmse et al., 2015). 2-Photonen-
Ca*-Imaging legte zudem nahe, dass die GABAerge Depo-
larisation auch in vivo entscheidend von NKCC1 abhéngt.
Ein iiberraschendes Ergebnis dieser Studie war, dass die
alleinige GABA R-Aktivierung keine Aktionspotentiale in-
duzierte. Diese Beobachtung impliziert eine vorwiegend
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unterschwellige GABAerge Depolarisation in vivo — im Ge-
gensatz zu Befunden in vitro (Achilles et al., 2007; Kirmse
et al., 2010). Welche Konsequenzen hat dies fiir die friithe
Netzwerkaktivitdt? Zur Klarung der Frage bedienten sich
Valeeva und Kollegen jiingst einer optogenetischen Stra-
tegie, indem sie Channelrhodopsin-2 in GABAergen Inter-
neuronen exprimierten und glutamaterge PSC ableiteten
(Valeeva et al., 2016). Letztere fungieren dabei als Ma# fiir
die Aktivitdt der prasynaptischen glutamatergen Neurone.
Die Stimulation GABAerger Interneurone steigerte die Fre-
quenz glutamaterger PSC in akuten Hirnschnitten, redu-
zierte sie hingegen in vivo. Die Ergebnisse lieferten einen
iiberzeugenden Beleg fiir eine primdr hemmende GABA-
Wirkung in vivo bereits in der Neonatalperiode und zeig-
ten eine erhebliche Diskrepanz zum Hirnschnittmodell
auf. Welche Faktoren diese Diskrepanz bedingen, bleibt
gegenwartig spekulativ, wenngleich die g.--abhédngige
Verschiebung von Eg,;, eine plausible Mdglichkeit dar-
stellt.

Eine Hauptform koordinierter Netzwerkaktivitat im
neonatalen Neokortex in vivo sind sogenannte Spindle
bursts bzw. Ca*-Cluster, welche niederfrequent auftreten

K. Kirmse und K. Holthoff: Funktionen der GABAergen Ubertragung im unreifen Gehirn —— 33

und kortikale Neurone kolumnenartig aktivieren (Khazi-
pov et al., 2004; Kummer et al., 2016). Im Einklang mit der
Schlussfolgerung, dass Inhibition die primadre Funktion
GABAerger Ubertragung auf Netzwerkebene darstellt, er-
hohte eine lokale GABA,R-Blockade die Frequenz und ho-
rizontale Ausdehnung dieser Netzwerkereignisse sowohl
im somatosensorischen (Minlebaev et al., 2007) als auch
im okzipitalen (Kirmse et al., 2015) Kortex. Interessanter-
weise war die Generierung der Ca?-Cluster bzw. Spindle
bursts weitgehend unabhingig von NKCC1 (Minlebaev et
al., 2007; Kirmse et al., 2015). Es kann gegenwértig nicht
abschlieflend beurteilt werden, inwiefern die Verhaltnis-
se im Neokortex auch auf andere Hirnareale zutreffen.
Beispielsweise fiihrte die systemische Gabe des NKCC1/2-
Inhibitors Bumetanid zu einer vollstindigen Unterdrii-
ckung von Sharp waves im neonatalen Hippokampus in
vivo (wie auch von giant depolarizing potentials in vitro),
was im Sinne einer Notwendigkeit depolarisierender
GABAerger Ubertragung fiir die Generierung koordinier-
ter Netzwerkaktivitdt gedeutet wurde (Sipila et al., 2006).
Dabei ist allerdings zu beriicksichtigen, dass Bumetanid
die Blut-Hirn-Schranke allenfalls in geringem Maf3e iiber-
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windet. Es bleibt daher unklar, ob der beobachtete Effekt
tatsdchlich auf eine Abschwédchung der GABAergen De-
polarisation oder eine periphere Wirkung von Bumetanid
zuriickzufiihren ist.

Entwicklungsbiologische Funktio-
nen der GABAergen Depolarisation
in vivo

Warum verfiigen unreife Neurone iiber eine geringe Ka-
pazitdt der Chloridextrusion, die zu GABA,R-abhéngiger
Depolarisation pradisponiert? Diese Frage ist freilich te-
leologischer Natur. Dennoch sollen im Folgenden drei
mogliche Szenarien diskutiert werden.

Szenario 1: Das bestehende Maf3 an Chloridextrusion ist fiir
die Aufrechterhaltung einer effektiven GABAergen Inhibiti-
on ausreichend.

Diese Variante kénnte als Trivialfall angesehen werden,
wird aber expressis verbis kaum diskutiert. Der zugrun-
de liegende provokative Hauptgedanke lautet, dass eine
spezifische Notwendigkeit fiir depolarisierende (sic!)
GABAerge Ubertragung nicht existiert. Dieses Szenario
fuf3t auf den dargestellten In-vivo-Daten, welche GABA als
hemmenden Transmitter des unreifen Gehirns ausweisen,
und fehlenden direkten Belegen fiir GABAerge Exzitation
in vivo. Die iiber die postnatale Entwicklung beobachtete
Zunahme der Chloridextrusion kénnte demnach im We-
sentlichen einen gesteigerten Bedarf reflektieren, welcher
durch einen immensen Anstieg der GABAergen Synapsen-
dichte im gleichen Zeitraum entsteht (Abb. 1B). Es ist fer-
ner darauf hinzuweisen, dass die Aufrechterhaltung einer
niedrigen [Cl7],,durch KCC2 energetisch aufwendig ist, da
der Kotransport vom elektrochemischen Kaliumgradi-
enten und somit von der Aktivitdat der Na*/K*-ATPase ab-
héangt. Dieser Aspekt diirfte insbesondere fiir die Periode
des strukturellen Hirnaufbaus bedeutsam sein.

Szenario 2: Die geringe Kaparzitdt der Chloridextrusion
prddisponiert zu exzitatorischen GABA-Antworten, welche
fiir die Generierung friiher Netzwerkaktivitdit entscheidend
sind.

Dieses Szenario wird durch umfangreiche Befunde aus In-
vitro-Untersuchungen bestétigt, die GABA als wichtigen
exzitatorischen Neurotransmitter der frithen ZNS-Entwick-
lung ausweisen (Kirmse et al., 2011). Exzitatorische GABA-
Effekte hangen entscheidend von aktiver Chloridakkumu-
lation ab und kommen ndherungsweise dann zustande,
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wenn E;,;, positiver als die Aktionspotentialschwelle ist.
Wie oben dargestellt, wird diese These andererseits durch
die gegenwartig vorhandenen Befunde aus In-vivo-Unter-
suchungen am intakten ZNS kaum unterstiitzt (siehe aber
Sipild et al., 2006). Weitere einzelzelluldre Untersuchun-
gen am intakten unreifen Hirn sind dringend nétig, um
abschlieflend iiber diese Hypothese und die sich aktuell
darstellende Diskrepanz zwischen In-vitro- und In-vivo-
Ergebnissen entscheiden zu kénnen.

Szenario 3: Die geringe Kapaczitiit der Chloridextrusion er-
moglicht depolarisierende GABA-Antworten, die entwick-
lungsbiologisch bedeutsam sind, deren primdre Funktion
aber nicht in postsynaptischer Erregung besteht.

Worin besteht die mogliche entwicklungsbiologische Re-
levanz einer zumeist unterschwelligen GABAergen De-
polarisation in vivo? GABA,R-Aktivierung in neonatalen
Neuronen in vitro kann NMDA-Rezeptor-(NMDAR-) abhén-
gige Strome durch eine Verminderung des spannungsab-
héngigen Mg*-Blocks verstiarken (Leinekugel et al., 1997).
Dies ist insofern bedeutsam, als GABA dadurch NMDAR-
abhidngige Formen synaptischer Plastizitat begilinstigen
konnte. Viele glutamaterge Synapsen unreifer Neurone
verfiigen initial lediglich iiber postsynaptische NMDAR,
nicht aber AMPA-Rezeptoren (AMPAR). Experimentell
koénnen diese durch Paarung von prasynaptischer Gluta-
matfreisetzung mit postsynaptischer Depolarisation bin-
nen Minuten in funktionelle AMPAR-/NMDAR-Synapsen
konvertiert werden (Durand et al., 1996). Prinzipiell sind
GABA,R geeignet, die hierfiir notwendige postsynaptische
Depolarisation zu vermitteln (Abb. 2). Dieses Konzept wird
bestdtigt durch Untersuchungen im unreifen Kortex der
Maus, in denen ein Knockdown von NKCC1 eine drastische
Verminderung der Frequenz AMPAR-vermittelter PSC im
Alter von 2 bis 3 postnatalen Wochen sowie eine deutlich
verminderte Dichte dendritischer Dornfortsétze (Spines)
zur Folge hatte. Diese synaptischen Defizite konnten zu-
dem durch Expression einer spannungsunabhdngigen
NMDAR-Mutante verhindert werden (Wang & Kriegstein,
2008). Die systemische Gabe des NKCC1-Inhibitors Bume-
tanid bei Ratten fiihrte bei taglicher Verabreichung von
Embryonaltag 15 bis zum Postnataltag (P) 7 zu dhnlichen
Effekten, blieb jedoch bei ausschliefilicher Verabreichung
in der Postnatalperiode wirkungslos (Wang & Kriegstein,
2011). Auf die Problematik der duf3erst geringen Blut-Hirn-
Schrankengéngigkeit und peripherer Effekte von Bume-
tanid wurde bereits hingewiesen. Letzteres gilt auch fiir
die Beobachtung, dass die systemische Applikation von
Bumetanid (P3-7) bei Ratten zu einer moderaten Verlidn-
gerung der kritischen Periode fiir okulare Dominanzplas-
tizitdt fiihrte (Deidda et al., 2015). Diese ging mit einer
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verzogerten Reifung ausschlielich GABAerger Synapsen
einher, wihrend die Ausreifung glutamaterger Kontakte,
die Dendritenmorphologie und das Sehvermégen davon
unberiihrt blieben.

Eine geringe Verzogerung in der Entwicklung gluta-
materger und GABAerger Synapsen wurde dariiber hinaus
fiir hippokampale Pyramidenzellen in NKCC1-Knockout-
Mausen nachgewiesen (Pfeffer et al., 2009). Bei der Inter-
pretation muss beriicksichtigt werden, dass der konstituti-
ve NKCC1-Knockout einen schweren Phdnotyp entwickelt,
welcher nicht primér auf fehlender neuronaler NKCC1-Ex-
pression beruht. Ein alternativer experimenteller Ansatz,
die GABAerge Depolarisation zu unterbinden, besteht in
der vorzeitigen Expression von KCC2. Hierbei kommt kom-
plizierend hinzu, dass KCC2 {iber Interaktionen mit dem
Zytoskelett an der Ausreifung dendritischer Spines be-
teiligt ist. In der Tat fiihrte die KCC2-Uberexpression via
In-utero-Elektroporation zu einem massiven Anstieg der
Dichte dendritischer Spines. Dieser konnte durch Expres-
sion einer transport-defizienten KCC2-Mutante imitiert
werden und war von Anderungen der Chloridhomdostase
unabhéngig (Fiumelli et al., 2013).

Die beschriebene GABA,R-NMDAR-Interaktion wird
als synapsenspezifisch erachtet (Durand et al., 1996) und
ist moglicherweise nicht von iiberschwelliger Erregung der
postsynaptischen Zelle abhédngig. Belege dafiir sind jiingst
im optischen Tektum von Xenopus laevis gewonnen wor-
den (van Rheede et al., 2015). Zu Beginn der sensorischen
Periode fiihrte die visuelle Stimulation in vielen tektalen
Neuronen nicht zur Generierung von Aktionspotentialen,
jedoch konnte visuelles Training innerhalb von Minuten
unter- in {iberschwellige Antworten umwandeln. Dieser
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Prozess beruhte auf einer selektiven Zunahme AMPAR-ab-
héangiger PSC und wurde in vivo durch Antagonisten von
NKCC1 oder NMDAR aufgehoben. Interessanterweise wur-
den depolarisierende GABA-Antworten ausschliefilich in
denjenigen Neuronen beobachtet, welche unterschwellig
auf visuelle Reizung reagierten. Diese Daten belegen bei-
spielhaft eine entwicklungsbiologische Funktion GABAer-
ger Depolarisation im optischen Tektum, welche nicht von
postsynaptischer Exzitation abhdngt (van Rheede et al.,
2015).

Schlussbemerkungen

Es ist anzunehmen, dass keines der o.g. Szenarien die
Funktionen GABAerger Ubertragung im unreifen Gehirn
hinlanglich beschreibt. Es wird zudem ersichtlich, dass
ein kohdrentes Bild dieser Funktionen gegenwartig nicht
gezeichnet werden kann. Letzteres ist partiell der man-
gelnden Spezifitat bestimmter experimenteller Manipula-
tionen geschuldet, gegebenenfalls aber auch als Ausdruck
der Komplexitit der GABA-Wirkung (in verschiedenen
Hirnarealen, Zelltypen, subzelluliren Kompartimenten
etc.) zu verstehen. Dennoch mehren sich Hinweise fiir
eine entwicklungsphysiologische Notwendigkeit depola-
risierender GABAerger Ubertragung im unreifen Gehirn.
Inwiefern die GABAerge Depolarisation fiir synaptische
Erregung in vivo relevant ist, ist eine interessante Frage fiir
zukiinftige Untersuchungen. Wichtig bleibt festzuhalten,
dass GABAerge Ubertragung auch im unreifen Gehirn syn-
aptische Hemmung vermittelt. Wir postulieren daher, dass
eine Balance von GABAerger Depolarisation und Hemmung

NMDAR-Synapse NMDAR-/AMPAR-
Synapse
W ceear
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>
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Abb. 2: Modell der Fazilitierung NMDAR-abhéngiger synaptischer Plastizitit durch depolarisierende GABAerge Ubertragung. Unreife
glutamaterge Synapsen besitzen initial nur NMDAR (links). Die GABA,R-vermittelte Depolarisation verstarkt den Ca?*-Einstrom via NMDAR
durch Abschwdchung des spannungsabhdngigen Mg?*-Blocks. Paarung von Glutamatfreisetzung und GABAerger Depolarisation fiihrt zu
einem Einbau von AMPAR in die postsynaptische Membran. Dies ,,aktiviert“ die Postsynapse, welche nun auch nach alleiniger Glutamatfrei-
setzung postsynaptische Stréme generieren kann (synapse unsilencing). In reifen glutamatergen Synapsen (rechts) werden NMDAR-abhan-
gige Ca?*-Signale lokal iber die AMPAR-bedingte Depolarisation verstarkt.
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fiir die regelgerechte Ausreifung neonataler neuronaler

Schaltkreise essentiell ist.
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Abstract: y-aminobutyric acid (GABA) mediates synaptic
inhibition in the adult brain, but acts as a predominantly
depolarizing and partially excitatory neurotransmitter in
immature neurons. Recent in vivo studies have confirmed
important aspects of this concept and at the same time
provided clear evidence for mainly inhibitory GABA ac-
tions already in the neonatal cortex. First experimental
data suggest that depolarizing responses to GABA might
contribute to the activity-dependent maturation of neu-
ronal circuits in vivo. Currently, however, a coherent pic-
ture of the role of GABAergic synapses in the immature
brain cannot be drawn. Elucidating potential develop-
mental functions of GABAergic depolarization therefore
remains an important objective for future research.

Keywords: development; excitation; GABA; inhibition; in
vivo

Introduction

Information transfer in the central nervous system (CNS) is
mainly based on chemical synapses. The spatiotemporal
pattern of excitatory and inhibitory synaptic inputs largely
dictates the output activity of a neuron. Pioneering stud-
ies in the 1950s to 1970s revealed that synaptic inhibition
in the adult mammalian brain is primarily mediated by
the neurotransmitter y-aminobutyric acid (GABA). Intact
GABAergic transmission serves as the basis for a balance of
excitation and inhibition, impairments of which contrib-
ute to diverse CNS disorders. In addition, in vitro investi-
gations revealed that the mode of GABA action undergoes
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a profound change during development. In the present re-
view we will outline the principles underlying this ontoge-
netic development and particularly discuss novel results
obtained from in vivo investigations in the immature brain.

GABAergic inhibition in the adult
brain

Fast postsynaptic GABA actions are primarily mediated
by ionotropic GABA, receptors (GABA,Rs), i. e. ligand-gat-
ed ion channels mainly permeable to chloride and, to a
lesser extent, bicarbonate (Bormann et al., 1987) (Fig. 1A).
GABA,R-dependent inhibition relies on two main mech-
anisms: I) hyperpolarization (voltage inhibition) and II)
increase in membrane conductance (shunting inhibition).
Hyperpolarization requires that the reversal potential of
GABA ,R-dependent currents (E;,z,) is more negative than
the membrane potential (V,), and therefore crucially de-
pends on a low intracellular chloride concentration [Cl 7], .
Shunting inhibition, in contrast, short-circuits excitatory
membrane currents which are generated, for example, at
neighboring glutamatergic synapses. According to Ohm’s
law, the local decrease in membrane resistance attenu-
ates changes in V,, which is notably independent of the
electrochemical driving force (DF;,p, = V,, — Egapa)- In oth-
er words, even depolarizing GABA,R-dependent currents
may cause inhibition of neuronal activity.

Hence, hyperpolarizing GABA,R-mediated respons-
es involve chloride influx which, in turn, reduces DF,,.
The bicarbonate permeability of GABA,Rs may further
promote such chloride loads: Since the reversal poten-
tial of bicarbonate (approximately —10 mV) is considera-
bly more positive than the resting membrane potential,
GABA,R activation leads to a depolarizing efflux of bicar-
bonate. At the same time, the intracellular bicarbonate
concentration is stabilized by carbonic anhydrases (iso-
forms 2 and 7) (Fig.1A). Intense GABA,R activation may
therefore cause a rapid collapse of the driving force of
chloride, but not bicarbonate. This mechanism may me-
diate GABA,R-dependent depolarization in adult neurons
which will result in a further passive chloride load (see
Hiibner & Holthoff, 2013).
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Neuronal chloride extrusion

Neurons require mechanisms of chloride extrusion in
order to maintain efficient (not necessarily hyperpolariz-
ing) synaptic inhibition. Neuronal chloride extrusion is
mainly mediated by electroneutral, secondary active K*/
Cl- co-transport (Misgeld et al., 1986) (Fig.1A). In most
neurons of the adult CNS, the latter function is represent-
ed by the K*/Cl- co-transporter KCC2 (SLCI2A5) (Rivera et
al., 1999; Hiibner et al., 2001). However, [C]'],, may also be
modulated by Na*-dependent (e. g. NCBE und NDCBE) and
Na*-independent (e. g. AE3, anion exchanger 3) CI'/HCO,
exchangers (Hiibner & Holthoff, 2013). Furthermore, chlo-
ride channels are involved in the regulation of [Cl],, by
dissipating electrochemical gradients due to passive ion
flow. An example is the inwardly rectifying chloride chan-
nel CIC-2 which substantially contributes to the resting
membrane conductance of hippocampal pyramidal cells
and participates in chloride extrusion (efflux) following
activity-induced chloride loads (Rinke et al., 2010).

Ontogenetic alterations in chloride
homeostasis

It is frequently overlooked that a low [Cl],, represents a
specialization of mature neurons and, at the same time,
an exceptional case in cell biology. Indeed, a similar situa-
tion does not apply to immature neurons. Seminal studies
of the 1990s revealed a marked increase in neuronal chlo-
ride extrusion during the first month of postnatal devel-
opment in rodents (Luhmann & Prince, 1991), largely re-
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sulting from a developmental increase in KCC2 expression
(Rivera et al., 1999; Hiibner et al., 2001) (Fig. 1B). Which
are the consequences of a low capacity of chloride extru-
sion for GABAergic transmission in the immature CNS? A
large body of evidence obtained from in vitro preparations
shows that GABA mostly depolarizes immature neurons
(Ben-Ari et al., 1989). This conclusion has been corroborat-
ed by multiple electrophysiological and optical methods
that do not affect [C]7],, (Owens et al., 1996; Yamada et al.,
2004; Achilles et al., 2007; Kirmse et al., 2010; Tyzio et al.,
2011). Main conclusions from these investigations are: 1)
Egapa is typically less negative than the resting membrane
potential (i. e. DF;,;, is depolarizing); 2) GABA may induce
action potential firing in immature neurons; 3) [Cl],, de-
clines during postnatal development.

Unless solely carried by efflux of bicarbonate, GABA-
dependent depolarization reflects a non-passive chloride
distribution. The latter results from secondary active chlo-
ride accumulation mainly mediated by the electroneutral
Na*/K*/2Cl- co-transporter NKCC1 (SLC12A2) (Yamada et
al., 2004; Sipild et al., 2006; Wang & Kriegstein, 2008;
Pfeffer et al., 2009). In addition, experiments in brain slic-
es revealed that NKCC1-dependent chloride accumulation
is essential for the generation of certain forms of synchro-
nized network activity (so-called giant depolarizing poten-
tials) (Ben-Ari et al., 1989; Pfeffer et al., 2009). Together,
the aforementioned observations led to the widely accept-
ed conclusion that GABA functions as an important (pos-
sibly the most important) excitatory neurotransmitter in
the developing brain. Whereas most earlier studies in ro-
dents reported a decline in NKCC1 expression over postna-
tal development (for review see Kirmse et al., 2011), recent
quantitative data from human samples do not support this

2-GABAR

Expression (log,)

50 100 200 500 2000
Age (days)

10000

Fig. 1: Cellular basis of GABA,R signaling. A, Schematic representation of the main mechanisms determining E;,z,. Intracellular pH is
effectively buffered by hydration of CO, catalyzed by carbonic anhydrase (CA) isoforms 2 and 7. B, Neocortical mRNA expression of NKCC1
(SLC12A2), KCC2 (SLC12A5), the presynaptic GABAergic markers VGAT (SLC32A1, vesicular GABA transporter) and GAD65 (GAD2, glutamate
decarboxylase 65) as well as y2-GABA,R subunits (GABRG2) during human development. The dashed line corresponds to the time of birth.
Scheme modified from the Human Brain Transcriptome Project (accessible via www.hbatlas.org) (Kang et al., 2011).
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conclusion (Kang et al., 2011) (Fig. 1B). As to which extent
chloride transporters other than NKCC1 contribute to the
maintenance of DF.,;, in immature neuronal cells has not
yet been fully resolved (Hiibner & Holthoff, 2013).

The value of steady-state measure-
ments in in vitro models

Typical E,,, values measured in neonatal neurons in vitro
are in the range of —-60 to —30 mV. Consequently, NKCC1
is not at thermodynamic equilibrium (in which E -~-10
mV), but mediates a net inward transport of chloride. The
discrepancy reflects a dynamic steady state depending on
both chloride transport and passive chloride currents (via
ion channels) in which alterations in chloride conduct-
ance (g,-) or chloride transport affect [Cl],,and thereby
Ecapa- In addition, electrophysiological analyses revealed
a low capacity of NKCC1-mediated chloride accumulation
in immature cells (Achilles et al., 2007). Data from brain
slices, for instance, confirmed that increased synaptic
GABA,R activation may strongly reduce DF,,,,. Early net-
work activity typically occurs in the form of discrete bursts
reflecting large numbers of co-active neurons and involv-
ing barrages of GABA,R-mediated postsynaptic currents
(PSCs) (Khazipov et al., 2004; Kummer et al., 2016). Hence,
such ionic plasticity might be particularly relevant under
in vivo conditions. Consequently, E;,;, in the intact brain
cannot be deduced from in vitro estimates. In order to
properly assess the functions of GABAergic transmission,
in vivo measurements are therefore of crucial importance.

Cellular and network effects of
GABAergic transmission in the
immature CNS in vivo

Due to a lack of in vivo data, the concept of GABAergic de-
polarization/excitation was seriously questioned in recent
years. Specifically, it was postulated that GABAergic de-
polarization represents an artefact of in vitro preparations
due to I) energetic deprivation (Rheims et al., 2009) or II)
traumatic injury resulting from the slicing procedure (Dzh-
ala et al., 2012). However, these concerns could not be sub-
stantiated in a series of independent studies (for review
see Kirmse et al., 2011; Ben-Ari et al., 2012).

Recent in vivo investigations have considerably ex-
tended our present understanding of GABA actions in
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the intact immature brain. Using gramicidin-perforated
patch-clamp recordings, Zhang and colleagues demon-
strated a depolarizing mode of GABA action in retinal gan-
glion cells of intact zebrafish larvae (Zhang et al., 2010).
GABA actions shifted from de- to hyperpolarizing between
two and three days post fertilization precisely coinciding
with the emergence of sensory-evoked postsynaptic re-
sponses. Moreover, sub-threshold depolarizing GABAergic
inputs have recently been demonstrated in the optic tec-
tum of Xenopus laevis tadpoles (stage 41-44) (van Rheede
et al., 2015).

Cell-attached current-clamp recordings from layer 2/3
neurons in mice at postnatal days 3-4 yielded first direct
electrophysiological evidence of GABA-dependent depo-
larization in the intact mammalian brain (Kirmse et al.,
2015). Two-photon Ca* imaging data further suggested
that NKCC1-mediated chloride accumulation is critical for
the maintenance of depolarizing GABA responses in vivo
(Kirmse et al., 2015). An unexpected outcome of this study
was that GABA R activation alone did not suffice to induce
action potential firing. This observation implies a main-
ly sub-threshold GABAergic depolarization in vivo — in
contrast to previous in vitro findings (Achilles et al., 2007;
Kirmse et al., 2010). What are the consequences for the
generation of early network activity? In order to address
the question, Valeeva and colleagues recently employed
an optogenetic strategy by selectively expressing channel-
rhodopsin-2 in GABAergic interneurons and recording glu-
tamatergic PSCs (EPSCs) (Valeeva et al., 2016). The latter
serve as a measure of activity of presynaptic glutamatergic
neurons. Interestingly, EPSC frequency was increased by
stimulation of GABAergic interneurons in acute brain slic-
es, but reduced in vivo. These results provided convincing
evidence for a primarily inhibitory action of GABA in vivo
already in the neonatal period and pointed to a substan-
tial discrepancy between in vivo and acute slice models.
Though speculative, a g.,--dependent shift in E,,, repre-
sents a plausible explanation.

A principal form of coordinated network activity in
the neonatal neocortex in vivo are so-called spindle bursts
or Ca* clusters which occur at low frequencies and reflect
a column-like activation of cortical neurons (Khazipov et
al., 2004; Kummer et al., 2016). In line with the above con-
clusions, local block of GABA,Rs was found to increase the
frequency and horizontal extent of these network events
both in the somatosensory (Minlebaev et al., 2007) and oc-
cipital (Kirmse et al., 2015) cortex. One interesting aspect
is that the generation of Ca* clusters and spindle bursts
was largely independent of NKCC1 (Minlebaev et al., 2007;
Kirmse et al., 2015). At present, it is not possible to con-
clusively assess as to which extent a similar situation
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also applies to other brain regions. For example, systemic
administration of the NKCC1/2 inhibitor bumetanide was
reported to result in a complete and reversible suppres-
sion of sharp waves in the neonatal hippocampus in vivo
(similar to giant depolarizing potentials in vitro). While
this finding was interpreted as evidence for a require-
ment of GABAergic depolarization (Sipila et al., 2006), it
should be recalled that bumetanide exhibits a particular-
ly low blood-brain barrier permeability. Consequently, it
remains unclear whether the observed effect does indeed
result from attenuated GABAergic depolarization or rather
peripheral actions of bumetanide.

Potential developmental functions
of depolarizing GABA in vivo

Why are immature neurons equipped with a low capacity
of chloride extrusion which promotes GABA,R-dependent
depolarization? Obviously, this question is teleological in
nature. Nonetheless, three potential scenarios shall be
discussed in the following.

Scenario 1: The existing degree of chloride extrusion is suffi-
cient to maintain effective GABAergic inhibition.

This possibility could be regarded as a trivial case, but is
expressis verbis hardly discussed. The underlying provoc-
ative idea is that a specific requirement for depolarizing
(sic!) GABAergic transmission does not exist. The scenario
is based on recent in vivo data that identified GABA as an
inhibitory transmitter of the immature brain as well as a
lack of direct evidence for GABAergic excitation in vivo.
Accordingly, the developmental increase in chloride ex-
trusion capacity could essentially reflect an increased de-
mand which, in turn, results from an enormous increase
in GABAergic synapse density during the same develop-
mental period (Fig. 1B). It should further be noted that the
maintenance of low [Cl],, by means of KCC2 is energeti-
cally expensive because chloride co-transport depends
on the electrochemical K* gradient and, therefore, the ac-
tivity of Na*/K*-ATPase. This aspect might be particularly
relevant for the time period of structural assembly during
brain development.

Scenario 2: The low capacity of chloride extrusion predis-
poses to excitatory GABA responses which are crucial for
the generation of early network activity.

The scenario is based on a large body of evidence from in
vitro investigations suggesting that GABA is an important
excitatory neurotransmitter during early CNS develop-
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ment (Kirmse et al., 2011). Excitatory GABA effects crucial-
ly depend on active chloride accumulation and occur (in
a first approximation) if E,, is more positive than the ac-
tion potential threshold. As discussed above, the scenario
is hardly supported by currently available in vivo data (but
see Sipili et al., 2006). Further studies at the single-cell
level are highly required in order to conclusively assess the
discrepant nature of results obtained from in vitro and in
vivo investigations, respectively.

Scenario 3: The low capacity of chloride extrusion enables
depolarizing GABA responses which fulfil important devel-
opmental functions in the absence of overt postsynaptic
excitation.

What is the developmental relevance of a primarily
sub-threshold GABAergic depolarization in vivo? GABA,R
activation may facilitate NMDA receptor- (NMDAR-) me-
diated currents in neonatal neurons in vitro by attenu-
ating their voltage-dependent Mg* block (Leinekugel et
al., 1997). This aspect could be relevant since it provides
a mechanism by which GABA might promote NMDAR-de-
pendent forms of synaptic plasticity. In immature neu-
rons, many glutamatergic synapses are initially equipped
with NMDARs but not AMPA receptors (AMPARSs). Pair-
ing presynaptic glutamate release with postsynaptic de-
polarization was experimentally shown to convert pure
NMDAR-containing into functional NMDAR/AMPAR syn-
apses within minutes (Durand et al., 1996). In principle,
GABA,Rs are in a position to provide the required postsyn-
aptic depolarization (Fig. 2). The concept is supported by
investigations in the immature mouse neocortex in which
GABA-mediated depolarization was abolished by knock-
down of NKCC1. This resulted in a dramatic reduction
in the frequency of AMPAR-mediated PSCs at postnatal
weeks 2-3 accompanied by a profoundly lower density
of dendritic spines. Importantly, synaptic impairments
were rescued by overexpression of a voltage-independent
NMDAR (Wang & Kriegstein, 2008). Daily systemic admin-
istration of the NKCC1 inhibitor bumetanide in rats from
E15 to postnatal day (P) 7 caused similar synaptic alter-
ations, but was ineffective if only performed in the post-
natal period (Wang & Kriegstein, 2011). Owing to a low
blood-brain barrier permeability and potential peripher-
al effects of bumetanide (see above), it remains unclear
whether the described effects are causally related to an
attenuation of cortical GABAergic depolarization. The
same reasoning applies to the observation that systemic
bumetanide application (P3-7) led to a moderate prolon-
gation of the critical period of ocular dominance plasticity
in rats (Deidda et al., 2015). In contrast to previous data,
this effect was accompanied by a selective delay in the
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Fig. 2: Model for the facilitation of NMDAR-dependent synaptic plasticity by depolarizing GABAergic transmission. Immature glutamatergic
synapses initially lack AMPARs (left). GABA,R-mediated depolarization enhances Ca?* influx via NMDARs by attenuating their voltage-depen-
dent Mg? block. Pairing glutamate release with postsynaptic depolarization induces incorporation of AMPARSs into the postsynaptic
membrane. This process is referred to as synapse unsilencing and renders the postsynaptic membrane able to generate currents upon sole
glutamate release. In more mature glutamatergic synapses (right), NMDAR-dependent Ca?* signals are locally facilitated by AMPAR-mediated

depolarization.

maturation of GABAergic synaptic transmission whereas
the development of glutamatergic contacts, dendritic mor-
phology and visual capabilities remained unaffected.

A slight delay in the maturation of glutamatergic and
GABAergic synapses was also found in hippocampal pyra-
midal cells of constitutive NKCC1 knockout mice (Pfeffer et
al., 2009). It should be noted, however, that constitutive
NKCC1 knockout mice exhibit a severe phenotype unrela-
ted to a lack of neuronal NKCC1. An alternative experimen-
tal strategy to abolish depolarizing GABA effects relies in
the premature (over)expression of the chloride extruder
KCC2. Here, a complicating factor is that KCC2 contribu-
tes to the structural development of dendritic spines via
interactions with the cytoskeleton. In line with this, KCC2
overexpression via in utero electroporation resulted in a
massive increase in spine density which was mimicked
by a transport-deficient KCC2 variant and hence was inde-
pendent of alterations in chloride homeostasis (Fiumelli
etal., 2013).

The described interaction between GABA,Rs and
NMDARSs is assumed to be synapse-specific (Durand et
al., 1996) and possibly independent of (supra-threshold)
excitation of the postsynaptic neuron. Evidence for this
suggestion has recently been obtained in the optic tectum
of Xenopus laevis tadpoles (van Rheede et al., 2015). Here,
visual stimulation at the onset of sensory development
did not induce action potential discharge in a substantial
fraction of tectal neurons. Interestingly, visual experience
was suited to convert sub-threshold into supra-threshold
responses within minutes. This process involved a selec-
tive strengthening of AMPAR-dependent PSCs and was
crucially dependent on both GABAergic depolarization

(via NKCC1) and NMDARSs in vivo. Interestingly, depolariz-
ing responses to GABA were exclusively observed in those
tectal neurons which lacked sensory-evoked spiking activ-
ity. These data provide clear evidence for a developmental
function of GABAergic depolarization in the optic tectum
which is independent of postsynaptic excitation (van
Rheede et al., 2015).

Concluding remarks

It is conceivable that neither of the aforementioned sce-
narios fully describes the functions of GABAergic trans-
mission in the immature brain. In addition, it becomes
apparent that a coherent picture of these functions cannot
be drawn at present. The latter is partially related to the
limited specificity of certain experimental manipulations
of [CI'],,, but possibly also reflects the complexity and
diversity of GABA actions (in different brain areas, cell
types, subcellular compartments etc.). Notwithstanding,
recent in vivo research yielded first indications for devel-
opmental functions of depolarizing GABAergic transmis-
sion in the immature brain. As to which extent GABAergic
depolarization mediates synaptic excitation in vivo re-
mains an interesting question for future investigations. It
should be stressed that GABAergic transmission mediates
synaptic inhibition already in the immature brain. On the
basis of currently available evidence, we postulate that a
balance of GABAergic depolarization and inhibition is es-
sential for the proper maturation of neonatal neuronal
circuits.
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Zusammenfassung: Absteigende Verbindungen von ho-
heren Hirnarealen zuriick in die Peripherie sind in vielen
sensorischen Bahnen vorhanden und machen adaptive
Informationsverarbeitung moglich, so dass eine gréfie-
re Bandbreite von Eingdngen verarbeitet werden kann.
Ein gut charakterisiertes absteigendes System ist die
olivo-cochledre Innervation des Innenohrs, welche eine
Reduktion der Sensitivitdt des Innenohrs aufgrund der
Wahrnehmung eines lauten Schallreizes vermittelt. Das
olivo-cochledre System unterstiitzt die Detektion von kurz-
zeitigen Schallereignissen durch Hemmung der Antwor-
ten im Innenohr auf anhaltendes Hintergrundrauschen.
Olivo-cochledre Neurone innervieren aber auch den Nu-
kleus cochlearis durch kollaterale Axone. Hier erh6ht der
Transmitter Acetylcholin die Erregbarkeit von zentralen
Neuronen, ohne ihre zeitliche Prazision zu verringern. So
konnen ihre Zielneurone im superioren Olivenkomplex ef-
fektiver die binauralen Informationen verarbeiten. Dieser
zentrale Effekt des olivo-cochledren Systems ergdnzt die
peripheren Effekte in sinnvoller Weise. Zusdtzlich stehen
olivo-cochledre Neurone unter dem Einfluss kortikaler
Eingdnge, was weitergehende Anpassungsmoglichkeiten
der Informationsverarbeitung auf der Ebene des auditori-
schen Hirnstamms ermoglicht.

Schliisselwoérter: Auditorischer Hirnstamm; Schalllokali-
sation; Nukleus cochlearis; Modulation; Acetylcholin

Nach einem Spaziergang in ruhiger Umgebung kommen
Sie auf eine Party. Pl6tzlich sind Sie in einem Raum, der
mit lauter Musik und redenden Menschen gefiillt ist. Sie
tauchen ein in Larm, der aus allen Richtungen zu kommen
scheint. Die Lautstérke ist nun viel héher als drauf3en und
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relevante Informationen kénnen von den verschiedenen
Larmquellen im Raum iiberdeckt (,maskiert“) werden.
Trotzdem konnen sie noch individuelle Sprecher identifi-
zieren und lokalisieren, wenn auch mit gré3eren Schwie-
rigkeiten als in einer stillen Umgebung. Welche Mechanis-
men in ihrem Gehirn machen diese Leistung moglich?
Sensorische Bahnen werden oft fdlschlicherweise
als rein aufsteigende Informationsstrome betrachtet, in
denen ein gegebenes Neuron seine Informationen nur
,»noch oben®, an immer komplexere Stationen in hoheren
hierarchischen Ebenen weitergibt. Ein bekanntes Beispiel
dafiir sind zeitkodierende Neurone im Nukleus cochlea-
ris, die von synaptischen Riesenterminalen des Hérnervs
kontaktiert werden (Felmy und Kiinzel, 2014). Sie geben
ihre Informationen iiber die zeitlichen Aspekte des wahr-
genommenen Schallsignals in der Hérbahn an binaurale
Kerngebiete mit komplexerer Funktion weiter. Diese Neu-
rone werden eindeutig vom Informationsfluss von der
niedrigen auf die hierarchisch hohere Ebene dominiert,
da die aufsteigende synaptische Verbindung vom Hornerv
auf die zeitkodierenden Neurone sehr stark ist. Obwohl es
gut erforscht ist, dass die auditorische Peripherie und die
ersten Stationen der Hérnbahn auch aktivitatsabhangi-
ge Dynamik zeigen, kénnen diese adaptiven Phdnomene
stets nur mit den begrenzten Informationen arbeiten, die
im jeweiligen Neuron gerade verfiighar sind. In diesem
Schema wiirde der Hintergrundlarm der Feier aus dem
Einfiihrungsbeispiel wichtige Information {iberténen, da
die Hintergrundgerdusche den aufsteigenden Strom der
auditorischen Information ebenso intensiv aktivieren wie
relevante auditorische Ereignisse. Es existieren jedoch in
allen Modalitdten rekurrente Verbindungen innerhalb hi-
erarchischer Ebenen und absteigende Verbindungen mit
Neuronen in tieferen hierarchischen Ebenen, welche ge-
meinsam dynamische und adaptive Verdnderung in den
sensorischen Systemen erlauben (Engel et al., 2001; Briggs
and Usrey, 2011; Gilbert and Li, 2013; D’Souza and Vijaya-
raghavan, 2014; Llorca-Torralba et al., 2016). Eine beson-
ders gut erforschte Riickkopplung in einer sensorischen
Bahn ist die olivo-cochledre Projektion im auditorischen
Hirnstamm, welche den sogenannten olivo-cochledren
Reflex vermittelt (Guinan, 2006). Dieses neuronale System
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wird von auditorischen Eingdngen angeregt und inner-
viert das Innenohr aber auch zentrale Neurone in den ers-
ten Stationen der Horbahn, wie die oben erwdahnten zeit-
kodierenden Neuronen, mit Acetylcholin als Transmitter.
Diese absteigenden Verbindungen werden zunehmend als
wichtig fiir die optimale Informationsverarbeitung ange-
sehen, die zum Beispiel durch adaptive Verarbeitungspro-
zesse gewahrleistet wird.

In diesem Artikel wollen wir zunéchst einen kurzen
Uberblick iiber die Anatomie und Physiologie des peri-
pheren olivo-cochledren Systems geben und seine Funk-
tion fiir das Horen erldutern. Dann wollen wir im nédchs-
ten Schritt neuere Ergebnisse zu zentralen Effekten der
olivo-cochledren Innervation auf Neurone des Nukleus
cochlearis diskutieren. Wir wollen diese Schaltkreise als
Beispielsystem fiir die allgemeine Frage der Interaktion
von vorwarts- und riickwarts-gekoppelten Verbindungen
benutzen, und herausarbeiten, wie die Funktion der zen-
tralen Nebenverbindungen des olivo-cochledren Systems
seine Effekte auf das Innenohr sinnvoll ergdnzt und in der
Tat zusétzliche Freiheitsgrade fiir komplexe absteigende
(,top-down*) Einfliisse auf die adaptive Informationsver-
arbeitung in der Horbahn bietet.

Anatomie und Physiologie des
olivo-cochledren Systems

Die Horinformation erreicht das Gehirn {iber den Hornerv,
der die drei Untereinheiten des Nukleus cochlearis inner-
viert. Von hier aus wird die Horinformation an den obe-
ren Olivenkomplex und andere Kerngebiete weitergeleitet
(Abb.1A). Die olivo-cochledre Innervation (Abb.1B) des
Innenohrs, das sogenannte olivo-cochleéire Biindel (OCB),
wird hauptsachlich von Projektionsaxonen zweier bila-
teraler Neuronengruppen gebildet, den medialen (MOC)
und lateralen (LOC) olivo-cochledren Neuronen (Brown,
2011). Beide Neuronengruppen befinden sich in der Ndhe
des oberen Olivenkomplexes. Die MOC Neurone findet
man nahe der medialen oberen Olive (vor allem im ventra-
len Nukleus des Trapezkdrpers), wahrend die LOC Neuro-
ne in und um die laterale obere Olive (Radtke-Schuller et
al., 2015) zu finden sind. Die Axone sowohl der contra- als
auch der ipsilateralen MOC und LOC Neurone innervie-
ren das Innenohr (Brown, 1993). MOC Axone haben dabei
einen grofien Durchmesser und sind stark myelinisiert,
was eine schnelle Aktionspotentialfortleitung anzeigt. Im
Gegensatz dazu sind LOC Axone diinn und weisen keine
Myelinschicht auf, was eine langsame, nicht zeitkritische
Funktion vermuten ldsst. Die MOC Axone bilden choliner-
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ge Kontaktstellen mit dem basalen Teil der dufleren Haar-
sinneszellen aus (Wersinger and Fuchs, 2011; Elgoyhen
and Katz, 2012). Die LOC Axone hingegen kontaktieren die
peripheren Endigungen des Hornervs ganz in der Ndhe
der inneren Haarsinneszellen und benutzen neben dem
Neurotransmitter Acetylcholin noch eine Vielzahl von Co-
Transmittern (Guinan, 2006).

Uber die Innervation der LOC Neurone ist wenig be-
kannt. Es wird angenommen, dass LOC Neurone auf
Schallreize reagieren und Eingdnge aus dem ipsilateralen
posteroventralen Nukleus cochlearis (PVCN) erhalten. Die
Axone der LOC Neurone innervieren dann ihrerseits fast
ausschliefilich die ipsilaterale Cochlea. Daher kreuzt die
Mehrheit der LOC Fasern nicht die Mittellinie. Allerdings
ist unklar was der genaue Effekt der Innervation der pe-
ripheren Endigungen des Hornervs durch die LOC Axone
ist. Im Allgemeinen scheint die LOC Aktivitat die Erregbar-
keit der Hornervfasern zu modulieren, vor allem in dem
Sinne, dass erhohte LOC Aktivitat die Aktivitat im Hornerv
inhibiert (Groff and Liberman, 2003; Darrow et al., 2006).

Im Gegensatz zum LOC System ist iiber die Anatomie
und Physiologie des MOC Systems mehr bekannt (Brown
et al., 2003). Einzelne MOC Neurone sind schmalbandig
auf Schallreize abgestimmt. Sie werden von Neuronen im
contralateralen PVCN innerviert. Die meisten MOC Axone
iiberqueren die Mittellinie im Boden des vierten Ventrikels
und erreichen das Innenohr durch den vestibuldren Teil
des achten Hirnnervs (Brown, 1993). Diese Axone bilden
also eine zweifach gekreuzte Bahn fiir den ipsilateralen
olivo-cochledren Reflex, in der Schallreize iiber den rech-
ten Nukleus cochlearis die MOC Neurone in der linken
Gehirnhilfte erregen, welche wiederrum das rechte In-
nenohr innervieren. Ein gewisser Anteil an MOC Axonen
kreuzt jedoch nicht die Mittellinie. Stattdessen treten die-
se Fasern dem ipsilateralen OCB bei und bilden so eine
zweite Bahn, in der Schallreize iiber den rechten Nukleus
cochlearis die MOC Neurone in der linken Gehirnhalfte
erregen, welche dann jedoch das linke Innenohr innervie-
ren. Diese kontralaterale Reflexbahn ist von besonderer
Bedeutung, weil durch diese olivo-cochledre Innervation
Schallreize, die von dem einen Ohr empfangen werden,
die Verarbeitung von Schallreizen im gegeniiberliegen-
den Ohr beeinflussen konnen. Aus mechanistischer Sicht
wdre es besonders interessant, die ipsi- und kontralate-
ralen Anteile des olivo-cochledren Reflexes voneinander
zu trennen. Dies ist experimentell durch die Entkopplung
der Eingdnge zu den beiden Ohren moglich: spielt man
dem einen Ohr ein breitbandiges Rauschen vor, verringert
sich die Sensitivitat des anderen Ohrs. Dieses Phdnomen
wird als ,,kontralaterale Unterdriickung“ bezeichnet, die
wahrscheinlich durch das olivo-cochledre System vermit-
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Abb. 1: Neuroanatomie aufsteigender und absteigender Verbindungen im auditorischen Hirnstamm. A Vereinfachte Darstellung aufsteigen-
der auditorischer Verbindungen mit Schwerpunkt auf Strukturen, die in die Schalllokalisation involviert sind. Idealisierter Koronalschnitt
des Gehirns, gestrichelte Linie zeigt die Mittellinie an um gekreuzte vs. ungekreuzte Verbindungen deutlich zu machen. Blaue Pfeile zeigen
erregende Verbindungen an, rote Pfeile hemmende Verbindungen. Einige Verbindungen und Kerngebiete wurden zur Vereinfachung
weggelassen. Fiir Zusammenfassungen mit grof3erer Detailtiefe, siehe Pollak et al., 2003; Grothe et al., 2010; Grothe and Pecka, 2014.

B Uberblick iiber die wichtigsten absteigenden cholinergen Verbindungen im auditorischen Hirnstamm. Griine Pfeile zeigen cholinerge
Verbindungen an (dunkelgriin wird benutzt um LOC und MOC Fasern/Neurone zur unterscheiden). Violette Pfeile zeigen absteigende
kortikale Verbindungen auf cholinerge Neurone an. Eingdnge zu den LOC Neuronen sind nicht genau bekannt (gestrichelter blauer Pfeil mit
Fragezeichen). Informationen iibernommen von: Guinan, 2006; Schofield et al., 2011. Abkiirzungen: AVCN anteroventraler Nukleus
cochlearis, DCN dorsaler Nukleus cochlearis, LOC lateral olivo-cochledr, LSO laterale obere Olive, MNTB medialer Kern des Trapezkorpers,
MOC medial olivo-cochledr, MSO mediale obere Olive, OCB olivo-cochledres Biindel, PMT Kerngebiete des pontomesencephalischen
Tegmentums, PVCN posteroventraler Nukleus cochlearis, VCN ventraler Nukleus cochlearis.
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telt wird (Knudson et al., 2014). Das genaue Verhiltnis
von ipsi- und kontralateraler olivo-cochledrer Innervati-
on ist variabel und hdngt von der untersuchten Spezies
und der betrachteten tonotopen Position in der Cochlea
ab. Im Allgemeinen wird angenommen, dass die ipsilate-
rale Komponente zwei bis dreimal stdrker ist als die kon-
tralaterale (Guinan, 2006). Bei Menschen ist jedoch der
Anteil von gekreuzten und ungekreuzten MOC Axonen
ungefdhr gleich hoch. Dies ist auch in niederfrequenten
Teilen des Horsystems von Tieren der Fall (Guinan, 2006;
Brown, 2011). Sowohl kontra- als ipsilaterale MOC Axone
vermitteln Riickkopplung an die dufleren Haarsinneszel-
len (AHZ) des Innenohrs mit Hilfe cholinerger Synapsen.
Dieser synaptische Kontakt ist sehr gut untersucht (Elgoy-
hen und Katz, 2012). Das Acetylcholin, das von den MOC
Axonen freigesetzt wird, bindet an pharmakologisch ein-
zigartige cholinerge Rezeptoren auf der postsynaptischen
Seite. Diese Rezeptoren werden von alpha-9 und alpha-10
Untereinheiten des nikotinischen Acetylcholinrezeptors
gebildet, welche eine besonders hohe Kalziumleitfahig-
keit aufweisen (Elgoyhen et al., 2011). Die rasche Folge
des durch Acetylcholin induzierten Kalziumeinstroms ist
eine Hyperpolarisierung des Membranpotentials der AHZ,
welche durch kalzium-aktivierte Kaliumkanale erzeugt
wird (Elgoyhen und Katz, 2012). Diese Hyperpolarisation
erzeugt eine sehr effektive Hemmung der Funktion der
AHZ, indem direkt die membranpotentialabhingige Mo-
tilitdt der AHZ beeinflusst wird. Des Weiteren beeinflusst
der Kalziumeinstrom iiber langere Zeitraume die Steifheit
der AHZ durch eine Beeinflussung des Zytoskeletts und
der Prestinproteine, was wiederum die Motilitit der AHZ
verdndert (Cooper and Guinan, 2003; He et al., 2003).
Dementsprechend kann der olivo-cochledre Reflex auch
physiologisch in eine Komponente mit schnellem Effekt
und eine Komponente mit langsamem Effekt unterteilt
werden. Diese beiden Komponenten konnen direkt auf die
zwei oben beschriebenen molekularen Mechanismen zu-
riickgefiihrt werden.

Olivo-cochledre Aktivierung verbes-
sert das Horen in Rauschen

Wie wirkt sich die Riickkopplung durch das MOC System
nun auf das Horen aus? Der MOC Effekt reduziert den Grad
der cochledren Verstiarkung, indem er die Motilitdt der
AHZ verdndert. Dies verringert wiederum die Antwort des
Innenohrs bei einem gegebenen Schallpegel (Wersinger
und Fuchs, 2011). Dies tritt als Aufwértsverschiebung der
Antwortkurve der Hornervfasern auf ein Signal verschie-
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dener Schallpegel in Erscheinung (Abb. 2A). Daher macht
die Aktivierung des olivo-cochledren Reflexes das Innen-
ohr genau genommen weniger sensitiv fiir Schallsignale
(Cooper und Guinan, 2003; Francis und Guinan, 2010).
Dies konnte zwei mogliche Funktionen haben: 1) der oli-
vo-cochledre Reflex kénnte dazu dienen das Innenohr vor
sehr lauten Gerduschen zu schiitzen. 2) Die Antwort auf Si-
gnale, die in Rauschen verborgen sind, konnte verbessert
werden. Der erste Effekt ist intuitiv verstdandlich. Es gibt in
der Tat Beweise dafiir, dass Tiere mit experimentell beein-
trachtigtem olivo-cochledarem Reflex starker von rauscher-
zeugten Horschaden betroffen sind und ein friihzeitiges
Altern des Horsystems aufweisen (Guinan, 2006; Liber-
man et al., 2014). Anders ausgedriickt ergdnzt der olivo-
cochledre Relex also andere otoprotektive Reflexe wie den
Stapediusreflex, welcher die Schallweiterleitung im Mit-
telohr durch eine Versteifung der Geh6rknochelchenkette
verringert, wenn laute Schallsignale wahrgenommen wer-
den. Es ist jedoch umstritten ob dies wirklich die Haupt-
aufgabe des komplexen olivo-cochledren Systems ist (Kirk
und Smith, 2003), besonders weil der olivo-cochleédre Re-
flex schon von Schallintensitdten aktiviert wird, wie weit
unterhalb traumatischer Pegel liegen. Es muss also min-
destens eine weitere zusdtzliche Funktion geben.

Die zweite Funktion des olivo-cochledren Reflex liegt
in seiner Beeinflussung der Antwort des Innenohrs auf
konstante Reizung durch breitbandiges Rauschen. Dies
kommt in natiirlicher Umgebung hidufig als sogenanntes
Hintergrundrauschen (z.B. durch rauschendes Wasser
oder Wind in Bléttern) vor. Die Verdnderungen, die im
Innenohr durch das Hintergrundrauschen hervorgerufen
werden, kénnen durch die Messung der Antworten auf
genau definierte Stimuli wie Sinusténe mit und ohne Rau-
schen analysiert werden. Man findet, dass breitbandiges
Rauschen eine Reduktion oder Kompression des dynami-
schen Antwortbereichs der Hérnervfasern auf Sinustdne
erzeugt. Dies geschieht zum einen durch eine Erh6hung
der Grundantwort, weil das Hintergrundrauschen kons-
tant alle Hérnervfasern anregt. Gleichzeitig wird die ma-
ximale Antwort auf den Teststimulus verringert, da durch
die konstante Erregung der Haarsinneszellen des Innen-
ohrs eine Adaptation auftritt (Abb. 2B). Jedoch 16st breit-
bandiges Rauschen von schon moderaten Schallpegeln
bereits effektiv den olivo-cochledren Reflex aus. Die Ant-
wort auf transiente Schallereignisse, z. B. sehr kurze Sinu-
stone, welche vor dem Hintergrund des konstanten Rau-
schens auftreten, wird durch die inhibitorische Funktion
des olivo-cochledren Reflexes verbessert (Kawase et al.,
1993). Wie ist das moglich? Indem die anhaltende Antwort
auf das Breitbandrauschen unterdriickt wird, wird sowohl
die Erh6hung der Grundantwort und, als Folge dessen,
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Abb. 2: Effekt des olivo-cochledren Reflexes auf Tonantworten im Hornerv. A Schematische Darstellung der Schwellenerh6hung, welche die
OCB Aktivierung auslost. Schwarze Linie: Raten-Pegel Funktion der Hérnervantwort auf ipsilateral prasentierte Tone in Stille. Griine Linie:
Raten-Pegel Funktion der Hornervantwort auf ipsilateral prasentierte Tone in Stille bei zusatzlichem kontralateral prasentiertem Rauschen.
Das kontralateral prasentierte Rauschen aktiviert den olivo-cochledren Reflex tiber die MOC Axone. B Schematische Darstellung des Effekts,
den Hintergrundrauschen auf die Tonantwort hat. Schwarze Linie: wie in A. Rote Linie: Raten-Pegel Funktion der Hérnervantwort auf
ipsilateral prasentierte Tone in ipsilateral prasentiertem Rauschen. Wegen der Antwort auf den konstanten Rauschstimulus ist die Grundrate
hoher. Aufgrund von Adaptationseffekten, ausgelost durch die konstante Antwort, ist die Maximalantwort kleiner. C Schematische
Darstellung des Effekts, den die OCB Aktivierung auf die Tonantwort in Rauschen hat. Rote Linie: wie in B. Griine Linie: Raten-Pegel Funktion
der Hérnervantwort auf ipsilateral présentierte Tone in ipsilateral prasentiertem Rauschen mit kontralateral prasentiertem Rauschen. Die
olivo-cochledre Aktivierung hemmt die konstante Antwort auf das ipsilaterale Rauschen und verringert so auch die Adaptation der Hornerv-
fasern. Informationen iibernommen aus: Kawase et al., 1993; Guinan, 2006. Bitte beachten, dass die Effekte in dieser Abb. zur Verdeutli-
chung teilweise tiberhoht dargestellt sind. Abkiirzungen: AN Auditorischer Nerv, AP Aktionspotential, SPL Schalldruckpegel.

auch die Adaptation der Maximalantwort verringert. Der
olivo-cochledre Reflex erlaubt also eine starkere Antwort
auf den Testton, der im Rauschen verborgen ist, ein Pha-
nomen das als Aufhebung der Maskierung bezeichnet
wird. Die Aufhebung der Maskierung des Sinustons ist je-
doch nicht perfekt: die Antwort auf den Ton im Rauschen
hat, trotz der Verbesserung durch den olivo-cochledren
Reflex, eine geringere Sensitivitdt und einen schmaleren
dynamischen Bereich im Vergleich zur Antwort auf den
gleichen Ton in Stille (Abb.2C). Dennoch ist der olivo-
cochledre Reflex in der Lage, die Antwort auf transiente,
schmalbandige Schallereignisse in Rauschen entschei-
dend zu verbessern. Dabei handelt es sich um eine sehr
haufige und héchst relevante Horaufgabe. Der Leser mége
an menschliche Sprache oder Tierlaute denken, welche
beide durch sehr kurze ton-artige Signalabschnitte (For-
manten) charakterisiert sind, die zuverldssig detektiert
werden miissen, trotz hdufig starken Hintergrundldarms
wie zum Beispiel Wind, der in den Bldttern der Biume im
Wald rauscht.

Des Weiteren beeinflusst olivo-cochledre Aktivierung
nicht nur die Detektion von Tonen, sondern auch die Ge-
nauigkeit der Lokalisation von Ténen in Rauschen bei Tie-
ren (May et al., 2004) und Menschen (Andeol et al., 2011).
Schalllokalisation ist vor allem eine Leistung des Gehirns,

bei der binaurale Informationen miteinander verglichen
und analysiert werden. Bisher ist nicht vollstdndig ver-
standen, wie der periphere olivo-cochledre Reflex bei die-
ser Aufgabe von Nutzen sein konnte. Weiter unten in die-
sem Artikel werden wir jedoch Ergebnisse unserer eigenen
Experimente prasentieren, die erkldren konnten, wie eine
Verbesserung der Lokalisation auf neuronaler Ebene be-
griindet sein konnte. Des Weiteren wurde vorgeschlagen,
dass das LOC System die Stirke der neuronalen Erregung
zwischen den beiden Hemisphdren angleichen konnte,
was fiir die Schalllokalisation mit Hilfe interauraler Pegel-
unterschiede notwendig ist (Darrow et al., 2006; aber be-
achte: Larsen und Liberman, 2010). Interessanterweise ist
jedoch bei menschlichen Patienten, die eine Schadigung
des peripheren Teils des olivo-cochledren Biindels erlitten
haben, das Horen im Grunde genommen véllig normal
(Scharf et al,. 1994, 1997). Zudem sind Korrelationen zwi-
schen der MOC Aktivierungsstarke, welche iiblicherweise
nur peripher mit Hilfe von otoakustischen Emissionen ge-
messen wird, und dem Erfolg in komplexen Horaufgaben
nicht immer besonders stark (Boothalingam et al., 2016).
Eine mogliche Interpretation dieser Befunde, welche wir
in diesem Artikel betonen wollen, ist, dass der periphere
Teil des olivo-cochledren Reflexes weniger entscheidend
bei komplexen Héraufgaben ist und dass ein zentraler An-
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teil des olivo-cochledren Systems hier eine grofere Rolle
spielt. Im Folgenden wollen wir deshalb einen Uberblick
dariiber bieten, was zur Innervation zentraler Neurone
durch olivo-cochledre Axone bekannt ist, besonders mit
Hinblick auf neuere Befunde zum Effekt von Acetylcholin
auf zeitkodierende Neurone.

Zentrale Effekte der olivo-cochled-
ren Aktivierung

MOC Aktivierung kann sowohl auf der Ebene des Hor-
nervs als auch in zentralen Stationen wie dem Nukleus
cochlearis und dem Colliculus inferior die Maskierung der
Antwort auf Tone durch Rauschen aufheben (Kawase and
Liberman, 1993; Kawase et al., 1993; Mulders et al., 2008;
Seluakumaran et al., 2008). Jedoch deutet eine physiolo-
gische Analyse des olivo-cochledren Reflexes in zentralen
Neuronen einen mehrfachen Effekt der olivo-cochledren
Aktivierung an, den indirekten Einfluss tiber die periphere
Projektion und einen zweiten, direkteren zentralen Effekt
(Mulders et al., 2002). Dazu passend wurde in zahlreichen
Studien fiir verschiedene Spezies gezeigt, dass olivo-
cochledre Axone kollaterale Verbindungen bilden, die in
den Nukleus cochlearis reichen (Brown et al., 1988; Ben-
son and Brown, 1990; Horvath et al., 2000; Brown, 2011;
Baashar et al., 2015) und dort priméire Neurone innervie-
ren (Benson et al., 1996). Hier erregt die olivo-cochleire
Aktivitat, die durch Rauschstimuli im kontralateralen Ohr
ausgelost wird, die Neurone des ventralen Nukleus coch-
learis (VCN) (Mulders et al., 2003, 2009). Andere, nicht
olivo-cochledre kommissurale Verbindungen existieren
ebenfalls und erzeugen schnelle phasische, kontralatera-
le Exzitation (Bledsoe et al., 2009), worauf hier aber nicht
weiter eingegangen werden kann. Wir verfolgen die Hypo-
these, dass die kontralateral ausgeldsten olivo-cochledren
Antworten im VCN einen allgemeinen Mechanismus an-
zeigen: immer wenn das Innenohr einer Kopfseite olivo-
cochledre Inhibition erhilt (unabhéngig davon ob diese
ipsi-, contra- oder bilateral induziert wurde), steigern die
kollateralen Axone des OCB die Erregung im VCN. Dies
wird von anatomischen Studien unterstiitzt, welche besa-
gen, dass ein liberwiegender Anteil der cholinergen Axo-
ne, die den VCN innervieren, von MOC/LOC Neuronen im
oberen Olivenkomplex stammen. Dabei haben allein 44 %
ihren Ursprung im ipsilateralen oberen Olivenkomplex
(Mellott et al., 2011).

Welche Neurone sind die Ziele der erregenden kollate-
ralen Verbindung des OCB im VCN? Physiologische Studi-
en in-vivo deuteten auf Neurone vom Onset-Typ (Mulders
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et al., 2003) oder beinahe alle Neuronentypen (Mulders et
al., 2008) als potentielle Ziele des olivo-cochledren Refle-
xes hin. Bedenkt man jedoch die Komplexitdt der rekur-
renten Verbindungen innerhalb des VCN (Campagnola
und Manis, 2014), ist es schwer anhand dieser Ergebnisse
allein zu entschliisseln wie der olivo-cochledre Reflex die
Funktion des VCN bei einer Horaufgabe wie der Schalllo-
kalisation beeinflusst. Jedoch zeigten in-vitro Experimen-
te, dass die sogenannten T-Sternzellen im VCN (Oertel
et al., 2011) eindeutig auf Acetylcholin reagieren (Fujino
und Oertel, 2001), den Neurotransmitter des OCB. Diese
Neurone werden von Acetylcholin erregt, vermittelt durch
nikotinische und muskarinische Acetylcholinrezeptoren.
T-Sternzellen bilden lokale und entfernte Verbindungen
mit unterschiedlichsten Projektionszielen in der Hérbahn
aus, unter anderem dem VCN selbst, dem dorsalen Nuk-
leus cochlearis, perioliviren Regionen im oberen Oliven-
komplex, den Kerngebieten des lateralen Lemniskus und
schlieBlich dem inferioren Colliculus (Oertel et al., 2011).
Aufgrund des Antwortverhaltens der T-Sternzellen auf
Schallreize kann man schliefien, dass sie Informationen
iiber den Pegel und Hiillkurvenmodulation des Signals
weiterleiten und so, als Population, in der Lage sind den
Frequenzgehalt des wahrgenommenen Schallsignals zu
kodieren. Interessanterweise tragen die T-Sternzellen
auch zum erregenden Eingang der kontralateralen MOC
Neuronen bei, was eine weitere positive Riickkopplungs-
schleife bildet (Oertel et al., 2011). Es wurde die Hypothe-
se aufgestellt, dass die zusatzliche Erregung durch die
cholinergen Kollateralen den dynamischen Bereich der
Antwort der T-Sternzellen erweitern kann. Es ist aber auf-
grund der diffusen Funktion und Projektionsmuster der
T-Sternzellen sehr schwer zu verstehen, was die genaue
Rolle des cholinergen Eingangs ist. Um dieses Problem zu
16sen wurde in einer kiirzlich veroffentlichten Studie die
cholinerge Innervation eines anderen Neuronentyps im
VCN untersucht, den sphérischen Buschzellen (,,spherical
bushy cells“, SBZ) (Goyer et al., 2016).

Cholinerge Modulation zeitkodie-
render Neurone

Sphérische Buschzellen (SBZ) werden (ebenso wie die
dhnlichen globuldren Buschzellen) vom Hornerv mit-
tels somatischer Riesensynapsen, den so genannten
Held’schen Endkolben, kontaktiert (Felmy und Kiinzel,
2014). Aufgrund dieser starken synaptischen Verbindung
und ihrer spezialisierten Physiologie sind diese Neurone
in der Lage die exquisite zeitliche Prazision der Aktions-
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potentiale im Hornerv zu erhalten oder diesen Zeit-Code
sogar noch zu verbessern, indem sie konvergierende erre-
gende und inhibitorische Eingdnge verwenden. Indem sie
die Zeiten der Aktionspotentiale exakt an eine bestimmte
Phase des wahrgenommenen Schallsignals koppeln, kén-
nen SBZ die relative zeitliche Lage des Stimulus kodieren,
was eine Schalllokalisation mittels interauraler Zeitun-
terschiede erst moglich macht. Die Aktionspotentiale der
SBZ kodieren die zeitliche Lage des Schallsignals mit einer
Genauigkeit im Mikrosekundenbereich. Diese zeitlichen
Informationen werden im oberen Olivenkomplex kom-
biniert (Goldberg und Brown, 1969; Grothe et al., 2010),
einem direkten bilateralen Projektionsziel der SBZ. Die
Genauigkeit, mit der SBZ die relative zeitliche Lage der
Schallstimuli kodieren kénnen, wird hier iibersetzt in die
Genauigkeit, mit der Schallquellen in der Horizontalebene
lokalisiert werden konnen.

Die Antwortcharakteristika der SBZ sind einfach. Da-
her sind diese Zellen besonders gut geeignet, um abstei-
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gende und riickkoppelnde Einfliisse auf den auditorischen
Hirnstamm zu untersuchen. In einer kiirzlich erschiene-
nen Studie (Goyer et al., 2016) wurde analysiert, wie SBZ
auf Acetylcholin antworten. In einem in-vitro Ansatz mit
akuten Gehirnschnitten applizierten die Autoren Carba-
chol, einen Agonisten fiir Acetylcholin, gezielt auf SBZ
und leiteten gleichzeitig in der Ganzzell-Konfiguration
von ihnen ab (Abb. 3). Dieses Experiment erlaubte zudem
die gleichzeitige Stimulation der Hérnerveingédnge auf die
SBZ. Es wurde gefunden, dass SBZ durch die Aktivierung
von alpha-7 nikotinischen Acetylcholinrezeptoren depo-
larisiert werden, und zwar mit einem Zeitverlauf, der mit
der schnellen Komponente des olivo-cochledren Refle-
xes in Einklang steht, d. h. einige Hundert Millisekunden
(Abb. 3A). Jedoch zeigte diese Studie auch, dass zusitzlich
dazu das Ruhemembranpotential (RMP) der SBZ durch
Carbachol depolarisiert wurde, mit einem langsamen Zeit-
verlauf von Minuten (Abb. 3B). Fiir diesen Effekt waren
muskarinische Acetylcholinrezeptoren verantwortlich.

Carbachao
'I.Iru||i|'||-‘|.'l']

4 .
r

Carbachol (sim.)
Contral {sim.)
-"|l.|ui1ir|1\:"-l."

0 20 40 60
Ton Pegel (dB SPL)

Abb. 3: Effekt der cholinergen Modulation von zeitkodierenden zentralen Neuronen. A Nikotinische transiente Einwartsstréme in sphdri-
schen Buschzellen (SBZ) der Wiistenrennmaus mit der Ganzzell-Spannungsklemme (-65 mV Haltepotential) abgeleitet nach kurzer
Druckapplikation (Applikationszeitpunkt durch Pfeil markiert) von Carbachol (ein stabiles Analogon von Acetylcholin). Die nikotinischen
Einwdrtsstrome werden durch den spezifischen alpha-7 nikotinischen Antagonisten Methyllycaconitin blockiert. Griine Spur: durch
Carbachol induzierter Einwdrtsstrom. Orange Spur: Strom gemessen nach Applikation von Carbachol in Anwesenheit von Methyllycaconitin.
B Ruhemembranpotential (RMP) von SBZ wird von muskarinischen Rezeptoren iiber Minuten moduliert. Griine Datenpunkte: RMP Anderun-
gen gemessen nach wiederholter Druckapplikation (griiner Balken) von Carbachol. Rote Datenpunkte: RMP gemessen nach dem Einwaschen
(roter Balken) des muskarinischen Antagonisten Atropin. Orange Datenpunkte: RMP gemessen nach wiederholter Druckapplikation von
Carbachol in Anwesenheit von Atropin. Fehlerbalken zeigen Standardfehler des Mittelwerts. C Cholinerge Modulation erhéht die Wahr-
scheinlichkeit fiir Aktionspotentiale in vitro aber verringert nicht die zeitliche Prazision (Vektorstarke). Ctrl = Kontrollbedingung, Carb =
Carbacholbedingung. Blaue Linie zeigt Vektorstarke des Eingangs, ein Maf3 fiir die zeitliche Prdzision von Aktionspotenzialen in Bezug auf
die Phase des Schallstimulus. Stern: p<0.05, gepaarter T-Test. D Simulierte Raten-Pegel Funktionen von spharischen Buschzellen, Grundra-
ten subtrahiert. Graue gestrichelte Linie: simulierte Eingangsrate durch den Hornerv. Schwarze Linie: simulierte SBZ-Antwort, Kontrollbe-
dingung. Griine Linie: Simulierte SBZ-Antwort, Carbacholbedingung (RMP depolarisiert). Rote Linie: Simulierte SBZ-Antwort, Atropinbedin-
gung (RMP hyperpolarisiert). Alle Daten in dieser Abb. (A-D) adaptiert und nachgeplottet aus Goyer et al., 2016.
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Die Blockierung von muskarinischen Rezeptoren hyper-
polarisierte das Ruhemembranpotential der SBZ in langsa-
mer Weise (Abb. 3B). Dies fiihrte zu dem Schluss, dass ein
gewisses konstantes Niveau muskarinischer Aktivierung
zur Einstellung des tatsachlichen Ruhemembranpotenti-
als der SBZ beitragt. Die Autoren der Studie testeten zudem
den Einfluss der cholinergen Modulation auf die synapti-
sche Ubertragung und fanden heraus, dass unter dem Ein-
fluss von Acetylcholin dieselbe Hornervaktivitdt mehr Ak-
tionspotentiale in den SBZ erzeugte (Abb. 3C). Auch in-vivo
Experimente mit iontophoretischer Applikation von Car-
bachol bestéatigten, dass eine Erh6hung der spontanen Ak-
tionspotentialrate der SBZ auftritt. Bemerkenswerterweise
zeigten weitere in-vitro Experimente, dass eine Reduktion
der zeitlichen Prédzision der Aktionspotentiale, welche die
Phase des Stimulus kodieren, nicht eintritt wenn die Erreg-
barkeit der Zellen durch Acetylcholin erhoht ist (Abb. 3C).
Das bedeutet, dass aufgrund der Erh6hung der Erregbar-
keit durch Acetylcholin die SBZ eine gr6f3ere Anzahl zeit-
lich praziser Aktionspotentiale erzeugen. Dies verbessert
sehr wahrscheinlich die Schalllokalisation mit Hilfe von
zeitlichen Informationen in den nachfolgenden Stationen
der Hérbahn.

Mit Hilfe eines Computermodells der SBZ, des In-
nenohrs und Hornervs wurde vorhergesagt, dass die
cholinerge Modulation der SBZ den dynamischen Ant-
wortbereich der simulierten SBZ erweitern und die Ant-
wort auf sehr leise Schallereignisse verbessern kann,
ohne die zeitliche Prazision der Antworten zu verringern
(Abb. 3D). Dies deckte sich mit der Hypothese, die oben
schon aufgestellt wurde: die zentralen Effekte des olivo-
cochledren Reflexes unterstiitzen die peripheren Effekte
insofern, dass der dynamische Antwortbereich fiir Téne
in Rauschen, der ja durch die Rauschantwort verkleinert
wird (vgl. Abb. 2B&C), nochmals erweitert wird. Insgesamt
kann man sagen, dass diese neueren Befunde (Goyer et
al., 2016) die Schlussfolgerung zulassen, dass der zent-
rale Anteil des olivo-cochledren Reflexes eine kompensa-
torische Erhéhung der Erregbarkeit der zeitkodierenden
Neurone erzeugt, welche der peripheren Verringerung der
Sensitivitdt entgegenwirkt. Man kann also sagen, dass die-
ses Riickkopplungssystem die Anzahl der zeitlich prazisen
Aktionspotentiale, welche die SBZ an hohere Stationen
weiterleitet, {iber einen weiten Bereich von Hérbedingun-
gen stabilisiert.
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Cholinerge Riickkopplungen vom
Kortex auf den auditorischen
Hirnstamm

Zusatzlich zu den bisher genannten Punkten gibt es wei-
tere Komplexitdtsstufen in der Anatomie der cholinergen
Innervation des Nukleus cochlearis: zum einen erhalten
die Neurone des olivo-cochledren Systems im oberen
Olivenkomplex nicht nur direkte auditorische Eingdnge
durch Interneurone im Nukleus cochlearis, sondern sie
stehen auch zusatzlich unter der Kontrolle héherer Hir-
nareale. Es wurde gezeigt, dass absteigende Projektionen
vom inferioren Colliculus (Brown et al., 2013), dem au-
ditorischen Kortex (Schofield et al., 2011) und weiteren,
nicht-auditorischen Hirnarealen (Brown et al., 2013) bis
hinunter zu den olivo-cochledren Neuronen im oberen
Olivenkomplex reichen. Des Weiteren existiert eine eige-
ne Klasse cholinerger Neurone in einem Mittelhirnareal
namens pontomesencephalisches Tegmentum, welche
unter kortikaler Kontrolle steht und weitreichende Ver-
bindungen in jede Station der Hérbahn ausbildet, auch in
den Nukleus cochlearis (Behrens., 2002; Schofield et al.,
2011; Mellot et al., 2011). Letztere Neurone stellen etwa
259% aller cholinergen Axone in den Nukleus cochlearis
von Nagetieren. Obwohl diese Schaltkreise streng genom-
men immer noch eine Form schallgetriebener cholinerger
Riickkopplung liefern, kann man durchaus annehmen,
dass diese nicht so unmittelbar reizgetrieben ist wie die
direkteren cholinergen Riickkopplungsschleifen, die
durch den olivo-cochledren Schaltkreis im auditorischen
Hirnstamm gebildet werden. Es werden eher komplexe-
re Eigenschaften des wahrgenommenen Schallsignals
oder der Horsituation sein, wie zum Beispiel die Neuheit
eines wahrgenommenen Gerduschs oder die Bedeutung
eines wahrgenommenen Gerauschs fiir den Organismus,
welche diese ,,]langen® absteigenden cholinergen Verbin-
dungen aktivieren. Nichtsdestotrotz wird eine verstarkte
cholinerge Ubertragung auf SBZ auch hier wieder die Ex-
regbarkeit dieser Neurone dndern, da dieser Mechanismus
sehr wahrscheinlich unabhédngig vom Ursprung der cho-
linergen Axone ist. Das bedeutet, dass durch unterschied-
liche Effektorneurone (entweder im Tegmentum oder im
olivo-cochledren System) kortikale Neurone Einfluss dar-
auf nehmen konnen, wie die Informationsverarbeitung im
Innenohr und den frithen Stationen der Hérbahn ablauft,
ebenso wie das proximale Eigenschaften des Schallstimu-
lus durch Ausl6sen des olivo-cochledren Reflexes konnen.
Bestimmte Verhaltenssituationen wie Exploration oder
ein bestimmter sensorische Kontext der Schallstimuli, wie
zum Beispiel bei der Angstkonditionierung, kénnten also
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potentiell die Informationsverarbeitung in den friihen
Stationen der Hérbahn recht dramatisch verdndern. Dies
ist eine Funktionalitat, die bisher als gréfitenteils auf den
Kortex selber beschrankt angesehen wurde.

Schlussfolgerung

Dieses Beispiel aus der Horbahn macht deutlich, dass kein
Teil des sensorischen Gehirns als ,,passiver” Informations-
empfanger arbeitet. Eher ist es so, dass alle Stationen der
sensorischen Verarbeitung einander aktiv beeinflussen
und den Informationsfluss in der aufsteigenden sensori-
schen Bahn in Abhédngigkeit von internen und externen
Bedingungen unter denen die Wahrnehmungsleistung
geschieht dynamisch formen und modulieren. Es wird in-
teressant sein, die Prinzipien der absteigenden und riick-
gekoppelten Kontrolle im auditorischen Hirnstamm mit
anderen sensorischen Systemen, wie den olfaktorischen
oder somatosensorischen Systemen zu vergleichen, in
denen funktionell dhnliche absteigende Schaltkreise be-
schrieben wurden. Was sind die Gemeinsamkeiten bei den
Kodierungsprinzipien und wie sehen die neuronalen Ver-
rechnungen aus, welche die Evolution dieser prominenten
absteigenden Verbindungen geftrdert haben? Weiterhin
kénnten Vergleiche mit gut bekannten Riickkopplungsver-
bindungen im Gehirn, wie die kortiko-thalamische Projek-
tion im Sehsystem, welche auf den ersten Blick den hier
beschriebenen Hirnstammschaltkreisen nicht sehr dhn-
lich sind, dennoch lohnende vergleichende Einsichten
iiber allgemeine Prinzipien der Informationsverarbeitung
im sensorischen Gehirn vermitteln.
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Abstract: Descending connections are present in many
sensory systems and support adaptive information pro-
cessing. This allows the sensory brain to code a wider
range of inputs. A well characterized descending system
is the olivo-cochlear cholinergic innervation of the inner
ear, which mediates a reduction of the sensitivity of the
inner ear upon perception of intense sounds. Because this
inhibits the response to background noise, the olivo-coch-
lear system supports detection of transient sound events.
Olivo-cochlear neurons also innervate the cochlear nucle-
us through axon collaterals. Here, acetylcholine increases
the excitability of central neurons without reducing their
temporal precision. Thus their target neurons in the supe-
rior olivary complex can more effectively process binau-
ral temporal cues. We argue that the central effect of the
olivo-cochlear system augments the peripheral effect. In
addition, olivo-cochlear cholinergic neurons are under
top-down control of cortical inputs, providing further
adaptability of information processing on the level of the
auditory brainstem.

Keywords: auditory brainstem; sound localization; coch-
lear nucleus; modulation; acetylcholine

Imagine you return to a cocktail party after a quiet walk
outside. Suddenly you are in a room filled with loud mu-
sic and many talking people and are engulfed in intense
noisiness coming from many directions. The sound level
is much higher now and relevant information can be over-
powered (“masked”) by the various noise sources in the
room. Identification and localization of individual speak-
ers is still possible, although more difficult than in a quiet
room. What are the mechanisms in the brain that allow
you to do this?
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Sensory pathways are often mistakenly seen as purely
ascending streams of information, where a given neuron
feeds information only “upwards” to stations of increas-
ing complexity in a higher hierarchical level. In a well-
known example, time-coding neurons in the cochlear
nucleus are contacted by giant synaptic terminals of the
auditory nerve (Felmy and Kiinzel, 2014) and pass infor-
mation about the timing of the perceived sound up along
the auditory pathway into binaural nuclei with more com-
plex functions. These neurons are clearly dominated by
information flow from hierarchically lower to higher sta-
tions, as the ascending synaptic connection from the au-
ditory nerve onto the time-coding neuron is very powerful.
Although it is well established that the auditory periphery
and the first stages of the auditory pathway indeed show
activity dependent dynamics, these adaptive phenomena
can only rely on the limited information that is available
at the given neuron. In this scheme, however, the back-
ground noise from the cocktail party could easily drown
the important information, since one can expect it to ac-
tivate the ascending stream of auditory information as in-
tense as the relevant auditory event. However, recurrent
connections within hierarchical levels and descending
connections towards neurons in lower hierarchical orders
that provide dynamic and adaptive changes to the senso-
ry systems are common in all sensory modalities (Engel
et al., 2001; Briggs and Usrey, 2011; Gilbert and Li, 2013;
D’Souza and Vijayaraghavan, 2014; Llorca-Torralba et al.,
2016), including the auditory brainstem. One especial-
ly well characterized top-down connection in a sensory
pathway is the olivo-cochlear projection in the lower audi-
tory brainstem, which mediates the so-called olivo-coch-
lear reflex (Guinan, 2006). This neuronal system is driven
by auditory inputs and provides cholinergic innervation
back to the inner ear and also to central neurons in the
lower auditory pathway, like the time-coding neurons in
the cochlear nucleus that we mentioned earlier. So while
bottom-up computations definitely play a large role in
time-coding neurons, descending projections become
more important for optimal encoding of information as it
exists, for example, in adaptive processing. In this article,
we shall first briefly review the anatomy and physiology
of the peripheral olivo-cochlear pathway, discuss its func-
tion in hearing and then move on to discuss recent find-
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ings about the central effects of the olivo-cochlear inner-
vation on neurons in the cochlear nucleus. We shall use
this circuit as a study case for the general problem of the
interaction of feedforward and feedback connections. We
will also work out that the function of centrally connected
collaterals of the olivo-cochlear innervation complement
the effects it has on the inner ear. This may in fact provide
additional avenues for complex top-down influences on
adaptive information processing in the auditory pathway.

Anatomy and physiology of the
olivo-cochlear system

Auditory information reaches the brain via the auditory
nerve that innervates the three subdivisions of the coch-
lear nucleus. From there, auditory information is con-
veyed to the superior olivary complex and other brain
nuclei (Fig. 1A). The olivo-cochlear innervation (Fig. 1B) of
the inner ear, the so called olivo-cochlear bundle (OCB),
is formed by the projecting axons of two major bilateral
neuron groups, the medial (MOC) and the lateral (LOC) oli-
vo-cochlear neurons (Brown, 2011). Both neuron groups are
situated in close vicinity to the superior olivary complex.
The MOC neurons are found close to the medial superior
olive, mostly in the ventral nucleus of the trapezoid body,
while the LOC neurons are found inside of and surround-
ing the lateral superior olive (Radtke-Schuller et al., 2015).
Axons from both the contralateral and the ipsilateral MOC
and LOC innervate the inner ear (Brown, 1993). Axons from
MOC neurons are thick and heavily myelinated, indicating
rapid action potential conduction. In contrast, axons of
LOC neurons are thin and non-myelinated, which indicates
a slow function that is not time-critical. MOC axons form
cholinergic contacts with the basal parts of outer hair cells
(Wersinger and Fuchs, 2011; Elgoyhen and Katz, 2012). In
contrast, LOC axons contact auditory nerve endings close
to inner hair cells and together with acetylcholine as a neu-
rotransmitter they use a variety of co-transmitters (Guinan,
2006).

The innervation of the LOC neurons is not well un-
derstood. It is assumed that LOC neurons are driven by
sound and receive inputs from the ipsilateral posteroven-
tral cochlear nucleus (PVCN). Axons of LOC neurons then
almost exclusively innervate the ipsilateral cochlea. Thus
the majority of LOC fibers are uncrossed. However, it re-
mains unclear what the exact effect of the innervation of
auditory nerve endings by the LOC axons is. Generally,
LOC activity seems to modulate the excitability of auditory
nerve fibers mostly in such a way that increased LOC ac-
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tivity inhibits auditory nerve activity (Groff and Liberman,
2003; Darrow et al., 2006).

In contrast to the LOC system, more is known about
MOC anatomy and physiology (Brown et al., 2003). Indi-
vidual MOC neurons respond to narrow-band sound. They
are innervated by neurons in the contralateral PVCN. Most
MOC axons cross the midline below the floor of the fourth
ventricle and enter the inner ear through the vestibular
part of the eighth nerve (Brown, 1993). These axons form
the double-crossed pathway for the ipsilateral olivo-coch-
lear reflex, where sound in the right cochlear nucleus ex-
cites MOC neurons in the left brain hemisphere which, in
turn, innervate the right inner ear again. However, a cer-
tain proportion of MOC axons do not cross the midline.
Instead, these axons join the ipsilateral OCB, forming a
second pathway, where sound in the right ear excites MOC
neurons in the left hemisphere, which then innervate the
left inner ear. This contralateral reflex pathway is of spe-
cial interest, because through the olivo-cochlear innerva-
tion sound in one ear may influence the way sounds in
the opposing ear are processed. From a mechanistic point
of view, it would be interesting to separate ipsi- and con-
tralateral contributions to the olivo-cochlear reflex. This
is possible experimentally by decoupling the input to the
two ears: When playing broadband noise to one ear, the
sensitivity of the other ear is reduced. This is called con-
tralateral suppression and presumably mediated by the
olivo-cochlear system (Knudson et al., 2014). The exact
proportion of ipsi- vs. contralateral olivo-cochlear inner-
vation is variable and depends on the species and tono-
topic position on the cochlea. In general it is assumed,
that the ipsilateral component is 2-3 times stronger than
the contralateral component (Guinan, 2006). However,
in humans the proportion of crossed vs. uncrossed MOC
axons seems to be roughly equal. This also holds true for
the low frequency parts of the auditory system of animals
(Guinan, 2006; Brown, 2011). Both contra- and ipsilateral
MOC axons provide feedback to outer hair cells (OHC) with
cholinergic synapses. This synaptic contact is well stud-
ied (Elgoyhen and Katz, 2012). Acetylcholine, upon release
from the MOC axon, binds to pharmacologically unique
cholinergic receptors on the postsynaptic site. These re-
ceptors contain alpha-9 and alpha-10 nicotinic acetyl-
choline-receptor subunits, which show a high calcium
conductivity (Elgoyhen et al., 2001). The fast effect of the
acetylcholine-induced calcium influx is hyperpolarization
of the OHC membrane potential mediated by calcium-acti-
vated potassium channels (Elgoyhen and Katz, 2012). This
hyperpolarization yields effective inhibition of the OHC
function by directly influencing the membrane-potential
dependent motility of the OHC. Furthermore, on longer
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time-scales the cholinergic calcium influx also influenc-
es the stiffness of the OHC by acting on cytoskeleton and
prestin proteins, again impacting the motility of the OHC
(Cooper and Guinan, 2003; He et al., 2003). Accordingly,
the olivo-cochlear reflex can be physiologically separated
into a component having a fast effect and into a compo-
nent having a slow effect. These two components may be
attributed to the two molecular effects described above.

Olivo-cochlear activation improves
hearing in noise

What is the effect of MOC feedback on hearing? By acting
on the OHC motility the MOC effect reduces the gain of the
cochlear amplification, which reduces the response of the
cochlea to a given sound level (Wersinger and Fuchs, 2011).
This manifests as an upward shift of the response curve of
auditory nerve fibers to sound levels (Fig. 2A). Thus, acti-
vation of the olivo-cochlear reflex per se makes the inner
ear less sensitive to sounds (Cooper and Guinan, 2003;
Francis and Guinan, 2010). This has two possible func-
tions: 1) the olivo-cochlear reflex may serve to protect the
inner ear from loud sounds. 2) the response to sounds in
background noise is improved. The first effect is very in-
tuitive. There is indeed evidence that animals with exper-
imentally impaired olivo-cochlear reflex suffer more from
noise-induced trauma and show premature auditory aging
(Guinan, 2006; Liberman et al., 2014). In other words, the
olivo-cochlear reflex augments other otoprotective reflex-
es like the middle-ear reflex, which actively reduces trans-
mission of sound by the middle-ear through stiffening of
the ossicular chain, upon intense sounds. However there is
some debate whether this is really the main function of the
elaborate olivo-cochlear system (Kirk and Smith, 2003),
especially since the olivo-cochlear reflex is already activat-
ed by sound intensities way below traumatic levels. Hence
it must have at least one or more additional functions.

The second function of the olivo-cochlear reflex is
concerned with the response of the inner ear to constant
broadband stimulation, which often occurs in real life as
background noise (e. g. rushing water or wind in the trees).
The changes that occur in the inner ear due to the back-
ground noise can be analyzed by measuring the responses
to defined stimuli like tones with and without noise. One
finds that broadband noise causes reduction or compres-
sion of the dynamic response range of auditory nerve fibers
to tones. This is due to the increase of the baseline response
by background that constantly excites all auditory nerve
fibers. At the same time, the maximal response rate to the
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test stimulus is diminished due to adaptation caused by
the constantly high excitation of the hairs cells of the inner
ear (Fig. 2B). However, broadband noise of moderate levels
already effectively activates the olivo-cochlear reflex. The
response to transient sounds, especially tones, that occur
among the constant background noise is then improved by
the inhibitory function of the olivo-cochlear reflex (Kawase
et al., 1993). How is that possible? By inhibiting the con-
stant response to the broadband noise, both the increased
baseline response and consecutively also the adaptation is
reduced. The olivo-cochlear reflex, thus, allows a stronger
response to the test tone hidden in the noise, a phenom-
enon called “unmasking”. The unmasking of tones is not
perfect however: the response to the tone in noise, despite
the augmentation by the olivo-cochlear reflex, has lower
sensitivity and a smaller dynamic range compared to the
response to tone in silence (Fig. 2C). Nevertheless, in this
interpretation, the action of olivo-cochlear reflex appears
capable to critically improve the response to transient nar-
row-band sounds in noise, which is a very common and
highly relevant listening task. Think about human speech
or animal vocalizations, both of which are characterized by
brief periods of specific tone-like sounds (“formants”) that
must be reliably detected despite strong broadband back-
ground noise like wind roaring in the leaves of a tree.
Furthermore, olivo-cochlear activation not only influ-
ences detection of tones but also improves the localiza-
tion of sounds in noise in animals (May et al., 2004) and
humans (Andeol et al., 2011; Boothalingam et al., 2016).
Sound localization is mostly a computational task of the
brain where binaural information must be compared and
analyzed. So far it is not fully understood how the pe-
ripheral olivo-cochlear reflex could help with this. Below
we will show results from our own experiments that may
explain how an improvement of tone-detection might be
possible on a neuronal level. Furthermore, it was pro-
posed, that the LOC system may balance overall neuronal
excitation levels between the two ears, which is needed
for sound localization with interaural intensity differenc-
es (Darrow et al., 2006; but see: Larsen and Liberman,
2010). Interestingly, in human subjects with transection
of the peripheral part of the olivocochlear bundle (Scharf
et al., 1994, 1997), hearing was essentially normal. Also,
correlations between MOC activation strength, which is
usually measured only in the periphery using otoacustic
emissions, and success in complex listening tasks are not
always strong (Boothalingam et al., 2016). One possible in-
terpretation for these findings that we would like to stress
in this article is that the peripheral part of the olivo-coch-
lear system is less decisive for complex hearing tasks and a
central portion of the olivo-cochlear system begins to play
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level.

a larger role. In the following, we shall therefore review
what is known about the innervation of central neurons
by the olivo-cochlear axons, especially recent findings on
the effects of acetylcholine on time-coding neurons.

Central effects of olivo-cochlear
activation

The efficacy of MOC activation in unmasking the response
to a tone in noise has been shown not only on the level of
the auditory nerve (Kawase and Liberman, 1993; Kawase
et al., 1993) but also in central stations of the auditory
pathway, like the cochlear nucleus (Mulders et al., 2008)
and the inferior colliculus (Seluakumaran et al., 2008).
However, physiological analysis of the olivo-cochlear re-
flex in central neurons points towards a dual effect of the
olivo-cochlear activation, one indirectly via the peripheral
projection and a second more direct central effect (Mulders
et al., 2002). In accordance with this it was shown in nu-
merous studies for several species that olivo-cochlear
axons form collaterals that enter the cochlear nucleus
(Brown et al., 1988; Benson and Brown, 1990; Horvath et
al., 2000; Brown, 2011; Baashar et al., 2015) and innervate
primary neurons in the cochlear nucleus (Benson et al.,

1996). There olivo-cochlear activity induced by presenting
noise stimuli to the contralateral ear excited ventral coch-
lear nucleus neurons (VCN) (Mulders et al., 2003, 2009).
Other, non olivo-cochlear, commissural connections also
exist and cause rapid or onset type contralateral excita-
tion (Bledsoe et al., 2009), but are not discussed further
here. We hypothesize that the contralaterally induced
olivo-cochlear responses in the VCN discussed above are
indicative of a general theme: whenever the inner ear on
one side receives olivo-cochlear inhibition (be it ipsi-, con-
tra- or, in most cases, bilaterally induced) axon collaterals
of the OCB deliver excitation to the VCN. This is backed
by anatomical studies, stating that a large proportion of
cholinergic axons entering the VCN comes from MOC/
LOC neurons in the superior olivary complex, with about
44 % originating in the ipsilateral SOC (Mellott et al.,
2011).

What are the target neurons of this excitatory col-
lateral connection of the OCB in the VCN? In-vivo physi-
ological studies indicated onset neurons (Mulders et al.,
2003) or almost all neuron types (Mulders et al., 2008)
as potential targets of the olivo-cochlear reflex. Given the
complex nature of recurrent connections within the VCN
(Campagnola and Manis, 2014), it is hard to decipher how
the olivo-cochlear reflex is effecting the function of the
VCN in hearing tasks like sound localization, from these
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results alone. However, in vitro experiments showed that
T-stellate neurons in the VCN (Oertel et al., 2011) clearly
respond to acetylcholine (Fujino and Oertel, 2001), the
neurotransmitter of the OCB. These neurons are excited
by acetylcholine through nicotinic and muscarinic cholin-
ergic receptors. T-stellate cells project locally and remotely
to diverse targets in the auditory pathway, among others
the VCN itself, the dorsal cochlear nucleus, periolivary
regions in the superior olivary complex, the nuclei of the
lateral lemniscus and ultimately the inferior colliculus
(Oertel et al., 2011). Due to the nature of the responses of
T-stellate cells to sounds one can derive that they provide
information about the level and the envelope modula-
tion of stimulus and thus, as a population, they are able
to encode the frequency content of the perceived signal.
Interestingly, T-stellate cells provide excitatory inputs to
contralateral MOC neurons, forming another positive feed-
back loop (Oertel et al., 2011). It was hypothesized that the
extra excitation provided by the cholinergic collaterals ex-
tends the dynamic range of response of the T-stellate cells.
However, due to the diffuse nature of the functions and
projections of T-stellate cells it is still hard to understand
what the exact role of the cholinergic input is. To address
this, a recent study analyzed the cholinergic innervation
of another type of VCN neurons, the time-coding spherical
bushy cells (Goyer et al., 2016).

Cholinergic modulation of
time-coding neurons

Spherical bushy cells (and the similar globular bushy cells)
are contacted by the auditory nerve with giant somatic ter-
minals, the so called endbulbs of Held (Felmy and Kiinzel,
2014). Through these powerful synaptic connections and
their specialized physiology, these neurons retain the ex-
quisite temporal precision of the action potentials in the
auditory nerve or even improve this temporal code with
the help of convergent excitatory inputs and inhibition.
By exactly locking the times of action potential firing to a
certain phase of the perceived sound, the spherical bushy
cell encode the relative temporal alignment of the stimu-
lus, which makes sound localization with interaural time
differences possible. Action potentials of spherical bushy
cells indeed encode the phase of sounds with microsec-
ond precision. The temporal cues are exploited in the me-
dial superior olivary nucleus (Goldberg and Brown, 1969;
Grothe et al., 2010), a direct bilateral target of spherical
bushy cells. Here, the precision with which the spherical
bushy cells can encode the relative timing of the stimulus
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is translated into how precise the source of a sound can be
localized in the horizontal plane.

The computational properties of spherical bushy cells
are straightforward. Therefore, these cells are especially
well suited to study top-down influences on the audito-
ry brainstem. In a recent study (Goyer et al., 2016) it was
thus analyzed how spherical bushy cells respond to ace-
tylcholine. In an in-vitro approach in acute brain slices
the authors locally applied carbachol, a cholinergic ag-
onist, to spherical bushy cells while recording in whole-
cell configuration (Fig.3). This experiment also allowed
simultaneous stimulation of auditory nerve inputs to the
spherical bushy cells. It was found that spherical bushy
cells are depolarized through alpha-7 nicotinic acetyl-
choline receptors on a time-scale that is congruent with
the fast component of the olivo-cochlear reflex, i. e. a few
hundred milliseconds (Fig.3A). However, on top of that
the study also found that the resting membrane potential
of spherical bushy cells is depolarized by carbachol in a
time course of minutes (Fig. 3B). The study demonstrated
that muscarinic acetylcholine receptors are responsible
for this. Since blocking muscarinic receptors slowly hyper-
polarized the resting membrane potential (Fig. 3B), it was
concluded that a certain constant level of muscarinic acti-
vation is involved in setting the actual resting membrane
potential of the spherical bushy cell. The authors went on
to test the effects of the cholinergic modulation on synap-
tic transmission and found that under the effect of ace-
tylcholine more action potentials are caused by the same
activity of auditory nerve fibers (Fig. 3C). In in-vivo exper-
iments iontophoretic application of carbachol increased
the spontaneous firing rate of spherical bushy cells. Re-
markably, further in-vitro experiments showed no reduc-
tion of the temporal precision in which spherical bushy
cells encode the phase of the stimulus, when the excitabil-
ity is increased by acetylcholine (Fig. 3C). This means that
through the increased excitability caused by acetylcholine
a higher amount of well-timed action potentials are pro-
duced by spherical bushy cells. This likely improves sound
localization with temporal cues in the following stages of
the auditory pathway. In a computer model of spherical
bushy cells, the inner ear and the auditory nerve cholin-
ergic modulation of the spherical bushy cells excitability
expanded the dynamic response range of the model neu-
rons and increased the responses to faint sounds, with-
out decreasing the temporal precision of the response
(Fig. 3D). This was exactly in line with the hypothesis out-
lined above: the central effect of the olivo-cochlear reflex
augments the peripheral olivo-cochlear effect insofar that
it further expands the dynamic response range for tones in
noise, which was compressed by the constant background



DE GRUYTER T. Kiinzel and H. Wagner: Cholinerge Riickkopplungen auf den auditorischen Hirnstamm =— A41

Carhachal

A C3 I. ¢ !:.-I B G | Atropine (AT)
Carbacho . f""-g Carbachol « A
= / -

E
o
=
o

0 1w 20 30 45

Time (min)

Carbachol {sim.)
Control (sim.}

Spike prob. (%) @

=
=
e

AN response (AP/s) O

Ry =
|11 11
QM‘
-
s 2 =
(=] =]
Vector strength

T -

0 20 40 60
Tone level (dB 5PL)

e

L&b

9

Fig. 3: Effect of cholinergic modulation on time-coding central neurons. A Nicotinic transient inward currents recorded from gerbil spherical
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hyperpolarized). All data in this figure replotted and adapted from Goyer et al., 2016.

noise (cf. Fig. 2B, C). Taken together, these recent results
(Goyer et al., 2016) allow the conclusion that the central
part of the olivo-cochlear reflex causes a compensatory in-
crease in excitability in time-coding neurons to counteract
the peripheral reduction in sensitivity. It can be concluded
that this feedback system stabilizes the quantity of well-
timed action-potentials delivered by the spherical bushy
cells to higher-order nuclei over a wider range of hearing
conditions.

Cholinergic top-down influence

of the cortex on the auditory
brainstem

In addition to what was discussed so far there are further
levels of complexity in the anatomy of the cholinergic in-

nervation of the cochlear nucleus: first, the neurons of the
olivo-cochlear system in the superior olivary complex not

only receive the direct auditory inputs from interneurons
in the cochlear nucleus, they are also under top-down
control from higher brain areas. It was shown that de-
scending projections from the inferior colliculus (Brown
et al., 2013), the auditory cortex (Schofield et al., 2011) and
even non-auditory brain areas (Brown et al., 2013) reach
all the way down to the olivo-cochlear neurons in the su-
perior olivary complex. Furthermore, there is a whole class
of cholinergic neurons in a midbrain area called the pon-
to-mesencephalic tegmentum that is under cortical con-
trol and projects widely into every station of the auditory
pathway, including the cochlear nucleus (Behrens et al.,
2002; Schofield et al., 2011; Mellott et al., 2011). The latter
comprise about 25 % of all cholinergic axons in the cochle-
ar nucleus of rodents. Although strictly speaking many of
these circuits still provide a form of sound driven cholin-
ergic feedback, it is fair to assume that it is not as closely
stimulus-driven as the more direct local cholinergic feed-
back generated by the olivo-cochlear loop in the audito-
ry brainstem. Rather, more advanced features of the per-
ceived sound or listening situation, like the novelty of the
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perceived sound or the “meaning” of the perceived sound
for the organism is thought to drive these long cholinergic
top-down projections. Again, an increase in cholinergic
transmission onto spherical bushy cells would change
the excitability of these neurons, likely regardless of the
origin of the cholinergic axons. That means that through
different effector neurons (either in the tegmentum or
the olivo-cochlear system) cortical neurons can strongly
influence how neuronal information processing occurs
in the inner ear and early stages of the auditory pathway,
as can proximal properties of the sound that trigger the
olivo-cochlear reflex. Specific behavioral situations like
exploration or specific sensory contexts of sound stimuli
like in fear conditioning thus potentially can change infor-
mation processing in the very early stages of the auditory
pathway in a quite dramatic way. This is a function classi-
cally seen as reserved to occur in the cortex itself.

Conclusion

Up to now we can only speculate on the exact causes and
effects of cholinergic top-down control on the auditory
brainstem nuclei and why it is useful, from an information
processing point of view, to alter the flow of information
already so close to the sensory periphery. Nevertheless,
this example from the auditory pathway makes it clear that
no part of the sensory brain “passively” receives informa-
tion. Rather, all stages of sensory processing actively influ-
ence each other and dynamically modulate the ascending
flow of information in the sensory pathway depending on
external and internal conditions, under which the sen-
sory perception occurs. It will be interesting to compare
the principles of top-down and feedback control in the
auditory brainstem with other sensory systems, where
functionally similar descending projections have been
described, for example in the olfactory and somatosenso-
ry systems. What are the common coding principles and
computational demands that supported the evolution of
these prominent descending pathways? Furthermore, well
known feedback connections like the cortico-geniculate
projection in the visual system, which at first glance may
appear quite dissimilar to the brainstem circuits described
here, could also provide worthwhile comparative insights
into generalized information processing principles in the
sensory brain.
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Die Optogenetik ist ein junges Arbeitsgebiet, das sich seit
2005 rasant entwickelt hat. Lichtempfindliche Proteine
wurden dabei zuerst in erregbaren Zellen — heterolog —
exprimiert (,Genetik‘) und erlaubten so deren Aktivierung
oder Inhibition mithilfe von Licht (,Opto). Dabei wurden
zundchst mikrobielle Rhodopsine aus Griinalgen oder
Halobakterien verwendet, z. B. Kanalrhodopsin oder Ha-
lorhodopsin, welche lichtinduzierte Ionenstréme erzeu-
gen. Dies ist in kultivierten Zellen, aber auch in intakten
Tieren moglich, sofern die Zellen mit Licht erreicht werden
konnen. Ein paralleler Ansatz zur Erlangung von Licht-
kontrolle iiber neuronale und zellulare Mechanismen war
die Verwendung von lichtschaltbaren Molekiilen, die sich
kovalent mit spezifisch modifizierten Ionenkanélen ver-
binden lieflen.

Aufgrund der so moglich gewordenen neuen experi-
mentellen Ansétze, vor allem in der Neurowissenschaft,
expandierte das Arbeitsgebiet schnell, und vielfdltige
Anwendungen bis hin zur Erzeugung kiinstlicher Erin-
nerungen wurden realisiert. Aber auch Mdglichkeiten
neuer Therapieformen, z. B. fiir Retinitis pigmentosa oder
Epilepsien, scheinen durch die Optogenetik denkbar. Die
Erfolge der mikrobiellen Rhodopsine als optogenetische
Werkzeuge erzeugten ein Interesse an weiteren Moglich-
keiten, Zellen durch Licht zu regulieren. So wurden auch
andere lichtaktivierte Proteine aus der Natur entlehnt oder
durch Proteindesign erzeugt und als Werkzeuge fiir opto-
genetische Anwendungen etabliert. Dadurch werden im-
mer neue Bereiche auch der allgemeinen Zellbiologie und
Molekularbiologie durch Licht regulierbar gemacht. Die
Veroffentlichungen in diesem Bereich nehmen, vor allem

*Korrespondenzautor: Prof. Dr. rer. nat. Alexander Gottschalk,
Professor fiir molekulare Zellbiologie und Neurobiochemie, Goethe-
Universitdt, Buchmann Institut fiir molekulare Lebenswissenschaf-
ten und Institut fiir Biophysikalische Chemie, Max-von-Laue-Str. 15,
60438 Frankfurt, e-mail: a.gottschalk@em.uni-frankfurt.de

bei der Anwendung, exponentiell zu. Auch das Arbeitsge-
biet zur Erzeugung neuer optogenetischer Werkzeuge ist
im Wachstum begriffen, wenn auch langsamer, was aber
nicht iiberrascht, da die Entwicklung neuer Methoden
zeitaufwandig ist.
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Abb. 1: Anzahl der Publikationen zum Thema Optogenetik-Anwen-
dungen, bzw. zum Thema Entwicklung optogenetischer Werkzeuge,
in den letzten Jahren.

Hier setzt das SPP1926 thematisch an: Generierung,
Charakterisierung und Etablierung optogenetischer
Werkzeuge neuer Art, die mit hoher Effizienz und Licht-
empfindlichkeit zur Anwendung in vivo gelangen. Neue
lichtempfindliche Molekiile und Proteine, entweder aus
natiirlichen Quellen, iiber Proteindesign oder durch
Kopplung verschiedener Proteinkomponenten, aber auch
durch chemische Synthese erzeugt, dienen als prazise Ins-
trumente zur spezifischen Steuerung von Prozessen in Zel-
len und deren Organellen. In Hinsicht auf eine mogliche
Verwendung und technische Realisierbarkeit in der Hu-
mantherapie werden auch neue Methoden und Hardware
(z.B. zur Lichtapplikation im Gewebe) untersucht. Dabei
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sollen die erzeugten Werkzeuge am tatsdchlichen Bedarf
orientiert, und nicht als reiner Selbstzweck generiert
werden — eine Motivation zur Arbeit in interdisziplindren
Projektgruppen. So lassen sich optogenetische Werkzeuge
am ehesten in Zusammenarbeit von Forschern mehrerer
Fachrichtungen etablieren, z. B. durch das Vereinen von
Expertise in Photobiologie (zur Identifikation potenziell
brauchbarer Proteine), organischer Synthesechemie (zur
Erzeugung von ,Lichtschaltern’ fiir proteinspezifische che-
misch-biologische Anwendungen), oder auch Struktur-
biologie (zum Design artifizieller optogenetischer ,tools*),
mit Biophysik (zu deren Charakterisierung), bzw. mit Ex-
pertise in Modellorganismen (zur Implementation in vivo).

Das SPP 1926 hat sich im Sommer 2016 konstituiert,
und ein erstes Treffen fand Ende September in Bad Vil-
bel statt. In dem SPP 1926 wurden 13 Projekte aus ganz
Deutschland zur Férderung bewilligt. Diese sind {iiber-
wiegend kollaborativer Art, unter Beteiligung von bis zu
vier Projektpartnern, sodass eine Gesamtanzahl von 28
Arbeitsgruppen resultiert (inkl. einer assoziierten Grup-
pe aus Osterreich). Das SPP 1926 fiihlt sich verpflichtet,
Expertise {iber optogenetische Werkzeuge dem wissen-
schaftlichen Nachwuchs zu vermitteln. Hierzu werden
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Methoden-Workshops durchgefiihrt und Laboraufenthal-
te geférdert, mit dem Ziel einer interdisziplindren Ausbil-
dung des Nachwuchses auf hohem Niveau. Vermittlung
von Information {iber Optogenetik und zur Arbeit der im
SPP 1926 organisierten Gruppen erfolgt z. B. im Internet
(www.spp1926.de) sowie durch Offentlichkeitsarbeit sei-
tens des Steuerungsgremiums, in dem sowohl etablierte
als auch Nachwuchswissenschaftler vertreten sind (Spre-
cher: Alexander Gottschalk; a.gottschalk@em.uni-frank
furt.de).
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LFRACHE UNE LINMENILETIEN

Wir tun es taglich. Mal mit Hinden und Fiifien, meist aber
mit viel oder wenig Worten: sprechen und kommunizie-
ren. Sprache ist ein wesentliches Element der zwischen-
menschlichen Verstdndigung. Und gelungene Kommuni-
kation ist ein wichtiges Thema in vielen Bereichen. Es gibt
heutzutage wohl kaum jemanden, der nicht irgendwann
in seinem beruflichen Leben mit diesem Thema in Form
eines Trainings konfrontiert wird. Insofern ist es span-
nend zu sehen, was die Neurowissenschaft zu diesen The-
men beisteuern kann.

»Hirnforschung 8 — Sprache und Kommunikation®
setzt die erfolgreiche Reihe der F.A.Z. Horbiicher aus der
Reihe Hirnforschung fort und prasentiert in gewohnter
Manier eine Zusammenstellung von Beitrdgen namhafter
Hirnforscher, hier z.B. von Frau Friederici, und Wissen-
schaftsjournalisten aus den Jahren 2010 bis 2015. Die ins-
gesamt 10 Texte auf 2 CDs ergeben eine Gesamtspielzeit
von ca. 2 Stunden, wobei die Dauer der einzelnen Texte
zwischen ca. 6 bis 20 Minuten variiert.

Die erste CD beschiftigt sich in erster Linie mit neuro-
biologischen Grundlagen von Sprache und Grammatik: Es
werden die neuroanatomischen Prasentationen beschrie-
ben (,Wenn Worte Wurzeln schlagen®), in ,,stille Gramma-
tik” geht es um die Fragestellung, ob es eine innere Gram-
matik des Gehirnes gibt, Spracherwerb und Entwicklung
werden ausfiihrlich geschildert und iiber verschiedene
Sprachraume verglichen, der Einfluss von Mehrsprachig-
keit und Dialekten diskutiert (,,Auch Schwibisch wiére
eine Option“). Sprache wird als Abbildung einer Person-
lichkeit beleuchtet, und auch die Diversitdt der Sprache,
das Forschungsgebiet der Ethnolinguistik, und ihre Wei-
terentwicklung werden in einem Beitrag erldautert. Die
zweite CD legt den Schwerpunkt mehr auf Kommunikati-
on: So beschiftigen sich zwei Texte mit dem Beitrag, den

Gesten zu unserer Kommunikation beitragen, inwiefern
Sprache und Gestik zusammenhédngen und welche Rolle
einzelnen, besonders typischen Handgesten zukommt,
die Rolle und Weiterentwicklung der Schriftsprache wer-
den kritisch beleuchtet. Die Zusammenstellung endet
mit einem Vergleich von Musik und Sprache, Fragen zur
Musikasthetik und Betrachtungen, was einen Sommerhit
ausmacht. Die einzelnen Texte werden durch musikalisch
unterlegte Uberleitungen verbunden, die den roten Faden
zwischen den Beitrdgen sichtbar machen.

Das Horen dieser Doppel-CD war fiir mich mit vie-
len iiberraschenden und erhellenden Erkenntnissen ver-
bunden. Wussten Sie, dass deutsche und franzosische
Babys unterschiedlich betont schreien und damit schon
in diesem frithen Sprachentwicklungsstadium die typi-
schen Kennzeichen ihrer Landessprache abbilden? Zum
Teil musste ich auch Jahrzehnte gehegtes Wissen iiber
Bord werfen. Wobei es nicht wundert, dass die vermeint-
lich einfache Anatomie der Sprache, die auch Eingang in
Schulbiicher gefunden hat, ndamlich die Funktionsteilung
zwischen dem Broca- und Wernicke-Areal, komplexer ist
als lange angenommen. An anderen Stellen habe ich eine
wissenschaftliche Erklarung fiir mein eigenes intuitives
Verhalten bekommen: Als in der Gegend von Hannover
aufgewachsener Mensch nicht mit einem Dialekt geseg-
net, habe ich sowohl in der Schweiz als auch in Berlin
festgestellt, dass sich die lokale Sprache heimlich bei mir
einschleicht, aber auch, dass ich bei hdufigem Kontakt
mit Kollegen deren sprachliche Besonderheiten plétzlich
iibernehme. Seit dem Ho6ren des Artikels ,,Darf es noch ein
bisschen Naseln sein?“ weif ich, dass ich ,,Sprachimita-
tion als sozialen Klebstoff“ verwende — eine Verhaltens-
weise, die seit Anbeginn der Sprache zur Gruppenbildung
beigetragen hat und die auch beim Spracherwerb dazuge-
hort.

Die Qualitdt der Beitrdge finde ich durchweg sehr gut:
Die Sprache ist gewdhlt und variantenreich. An manchen
Stellen musste ich schmunzeln ob der Bildhaftigkeit der
Sprache (der Zeigefinger als ,direkter Erfiillungsgehilfe
des Gehirns“) oder der offensichtlichen Freude der Auto-
ren an der Sprachgestaltung (die Stimme als ,,variabelstes
Lauterzeugungsinstrument®). Der Vortrag durch die bei-
den Sprecher ist gut gestaltet. Man kann sehr gut zuho-
ren, und es gab aus meiner Sicht keinen Artikel, dem man
nicht gut folgen konnte.

Sehr gefallen hat mir — wie auch schon bei anderen
Dossiers — die Tatsache, dass die Autoren die wissen-
schaftlichen Erkenntnisse nicht nur darstellen, sondern
sie in einen grofleren Kontext bringen und mit Humor
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oder Kritik einordnen. Sehr nachdenklich hat mich z.B.
der Artikel ,,Nur noch Analphabeten“ hinterlassen: Mit
der zunehmenden Digitalisierung und dem Ubergang in
eine immer mehr audiovisuelle Kommunikationskultur
nimmt die Kultur der Schriftsprache ab: Wann haben Sie
den letzten (handschriftlichen) Brief geschrieben? Wann
haben Sie das letzte Bild per Smartphone geteilt? Dass hier
reflektiert wurde, wie die Bevolkerung gezielt manipuliert
und im Sinne des Kapitalismus zu immer effizienterer
Funktion erzogen wird, empfand ich wegen der Klarheit
der Positionsbeziehung trotz des eher traurig stimmenden
Inhalts positiv.

Auf der CD-Hiille befinden sich (einige wenige) An-
gaben zu weiterfiihrender Literatur sowie Hinweise auf
Internet-Links. Die Hinweise beziehen dabei auch Themen
ein, die auf der CD nicht vertieft wurden und erméglichen
somit ein Weiterlesen iiber das Gehorte hinaus. Insgesamt

DE GRUYTER

finde ich dieses Hérbuch sehr gelungen und empfehlens-
wert: Es informiert kurzweilig und vielseitig {iber einen
wesentlichen Teil unseres alltdglichen Verhaltens und
halt bestimmt auch fiir andere Horer die eine oder andere
Uberraschung bereit.

Joachim Miiller-Jung (Hrsg.): Hirnforschung 8: Sprache
und Kommunikation

Die besten Beitrdge aus F.A.Z. und Sonntagszeitung
F.A.Z.-Horbuch

Gesprochen von Olaf Pessler und Markus Kdstle
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ICH GLAUB,
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Warum das Gehirn tut, was es tun soll, ||
ader manchmal auch nicht I
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,Brauchst Du dieses Buch wirklich zweimal“, fragte mich
meine Mitarbeiterin, als sie zwei Exemplare desselben Bu-
ches in meinem Biiro liegen sah und — wahrend sie auf
mich gewartet hatte — darin gestdbert hatte (aus Griinden
der Mitarbeitermotivation, habe ich jetzt also nur noch ein
Exemplar).

Als Neurowissenschaftler und Neurologe interessiert
mich die Frage, ,Was das Gehirn tut, was es tun soll, oder
manchmal auch nicht‘ natiirlich brennend. Dies ist der
Untertitel des Buches ,Ich glaub, mich trifft der Schlag
von Ulrich Dirnagl und Jochen Miiller. Diese Namen auf
dem Cover des im Droemer Verlag erschienenen Paper-
back stehen bei mir fiir wissenschaftliche Soliditat: Mit
Ulrich Dirnagl verbinden mich viele Jahre gemeinsamer
Forschung, und Jochen Miiller ist Neurobiologe, der bei
Helmut Kettenmann promoviert hat.

Nicht nur der flapsige Titel, auch das poppige Cover si-
gnalisiert, daf es sich hier nicht um ein Lehrbuch oder ei-
nen der ,,Jangweiligen® Patientenratgeber handelt. Jochen
Miiller ist ndmlich ein prominenter ,Science Slammer.
Also jemand, der sich der Wettkampf-massig betriebenen
Kunst verschrieben hat, Nicht-Fachleuten in wenige Minu-
ten dauernden Vortrdagen die eigene Forschung unterhalt-

sam nahe zu bringen. Und genau darum geht es in diesem
Buch: Interessierten Laien Hirnfunktionen zu erklaren.
Der Grundgedanke ist im Ubrigen in der klinischen Neu-
rologie wie auch der Neurowissenschaft seit vielen Jahren
gut etabliert: Wenn was kaputt geht, kann man anhand
der resultierenden Stérung auf die urspriingliche Funk-
tion zuriickschlief3en. Dieses Prinzip ist die Basis der Lo-
kalisationstheorien von Paul Broca, einem der Begriinder
der modernen Neurowissenschaften. Anhand von sechs
der hdufigsten Hirnerkrankungen, ndmlich Kopfschmerz,
Schlaganfall, Epilepsie, Multipler Sklerose, Morbus Par-
kinson und der Alzheimer’schen Erkrankung werden bei
Dirnagl und Miiller basale Neurophysiologie (Aktionspo-
tential, Nervenleitung, Neurotransmitter usw.), funktio-
nelle Neuroanatomie, und auch hoéhere Hirnfunktionen
behandelt. Die Krankheiten selbst, deren Ursachen und
Behandlung, kommen dabei auch nicht zu kurz. Jochen
Miiller bedient sich dabei der von Fritz Kahn in den dreis-
siger Jahren des vergangen Jahrhunderts perfektionierten
Technik zur Erkldarung komplizierter biologischer Sachver-
halte Metaphern und Bilder einzusetzen. Passenderweise,
und ebenfalls im Geiste Kahn’s, wird all dies durch Comic-
Zeichnungen von Oliver Wiinsch illustriert. Die Rolle von
Ulrich Dirnagl ist es dabei, den slammenden Jochen Miiller
im Schach zu halten, sicherzustellen, daf3 neurowissen-
schaftlich alles mit rechten Dingen zugeht, und die Leser
auf so manch Kkleineren Exkurs zu den Kontroversen und
offenen Fragen dieser Wissenschaft mitzunehmen. Auch
so aktuelle Themen wie CGRP-Antikoérperbehandlung bei
Migrane, AC-und DCHirnstimulation, Rolle des Mikrobi-
oms, hippokampale Place Cells fehlen deshalb nicht.

Ist es moglich, auf 330 Seiten, inklusive Glossar,
Laien auf Grundlagen-wissenschaftlich wie klinisch ak-
tuellem Stand allgemeinverstandlich und unterhaltsam
die ,Funktion des Gehirns‘ nahe zu bringen? Miiller und
Dirnagl zeigen, daf} das tatsdchlich geht! Aufierdem - so
sagt meine Mitarbeiterin — macht es Spass. Aber selbst
fiir gestandene Neurowissenschaftler, fiir die das Buch
ja gar nicht geschrieben ist, konnte ,Ich glaub, mich triff
der Schlag’ etwas bieten. Es wird Kandel’s Principles und
das Brandt’sche Therapiebuch zwar nicht ersetzen, aber
nicht jeder Neurowissenschaftler duerfte z. B. die Marburg
Variante der MS kennen oder die Therapieprinzipien der
Epilepsie. Aber, auch wenn man nicht zugeben mdchte,
dass man dabei auch was gelernt hat, so bleibt das ,,ge-
sichtwahrende Argument®“ darin viel anschauliches Ma-
terial, didaktisch geschickte Formulierungen und einige
schone Metaphern fiir den Studentunterricht zum Einstieg
in komplexe Mechanismen zu finden. Ausserdem kénnten



54 —— Rezension

die Liebsten zu Hause durch die Lektiire dieses Buches et-
was besser verstehen, was man tagsiiber (und manchmal
auch nachts) so treibt.

Ich glaub, mich trifft der Schlag: Warum das Gehirn tut,
was es tun soll, oder manchmal auch nicht

Ulrich Dirnagl und Jochen Miiller

Broschiert: 336 Seiten

Droemer Verlag (2016)

ISBN-10: 3426276798

ISBN-13: 978-3426276792

16,99 € (D), 17,50 € (4)
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Peter H. Seeburg, eine zentrale Persinlichkeit innerhalb der
Gemeinschaft deutscher Neurowissenschaftler, starb in Hei-
delberg am 22. August 2016 im Alter von 72 Jahren. Seeburgs
wissenschaftliches Wirken war geprdgt durch seine Fihig-
keit, die Grenzen des Bekannten und bis dahin Machbaren
zu tiberschreiten. So erschloss er stindig neue Wege fiir die
biomedizinische Forschung. Peter Seeburg revolutionierte
die schnelle DNA-Sequenzierung, eine der wesentlichen Vo-
raussetzungen fiir das Human Genome Project. Er klonierte
und charakterisierte eine Vielzahl wichtiger Peptidhormone,
Rezeptoren und Liganden-gesteuerter Ionenkandile und trug
so mafsgeblich zum Verstdiindnis von deren komplexer Struk-
tur und Funktion bei. Des Weiteren lieferte er fundamentale
genetische Hinweise zur Rolle dieser Schliisselproteine bei
der neuronalen Kommunikation und beim Lernen und Erin-
nern, und wie diese genetisch reguliert werden konnen.

Peter Seeburgs frithe Forscherjahre begannen am Max-
Planck-Institut fiir Virusforschung in Tiibingen (heute
Max-Planck-Institut fiir Entwicklungsbiologie), wo er als
Doktorand bei Heinz Schaller den Umgang mit DNA er-
lernte. Dann widmete er sich als Postdoc an der Universi-
tat von Kalifornien in San Francisco (UCSF) im Labor von
Howard M. Goodman neuroendokrinologischen Frage-
stellungen. Hier gelang ihm erstmals die Klonierung des
menschlichen Wachstumshormons und dessen Expres-
sion in Bakterien. Diese Arbeiten sowie die Klonierung
von Humaninsulin durch seinen Kollegen Axel Ulrich
Ende der 1970er Jahre waren Meilensteine auf dem Weg
zur Entwicklung rekombinanter Therapeutika und von
entscheidender Bedeutung fiir die Griindung eines der
ersten Biotechnologie-Unternehmen, Genentech. Als ei-
ner der ersten Mitarbeiter von Genentech klonierte Peter
Seeburg weitere wichtige menschliche Hormonvorlaufer-
proteine, wie z. B. des Gonadotropin-Releasing-Hormons,
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und entwickelte zusammen mit Joe Messing eine neue
Technologie zur Verwendung des Bakteriophagen M13 fiir
die einzelstrangige DNA-Sequenzierung — ein Erfolg, der
mafigeblich zum raschen Fortschritt der molekularbiolo-
gischen Forschung beitrug.

In der zweiten Hilfte der 1980er Jahre nutzte Peter
Seeburg - inzwischen als unabhéngiger Professor am
Zentrum fiir Molekulare Biologie der Universitdat Heidel-
berg (ZMBH) titig — seine molekularbiologische Expertise,
um Schliisselmolekiile der schnellen Neurotransmission
im menschlichen Gehirn zu identifizieren und funktionell
zu charakterisieren. Neben zahlreichen G-Protein-gekop-
pelten Rezeptoren klonierten Peter und sein Team die
meisten Untereinheiten der wichtigsten inhibitorischen
und exzitatorischen ionotropen Rezeptoren des zentralen
Nervensystems (GABA,-Rezeptoren, AMPA- und NMDA-
Rezeptoren) und charakterisierten diese bis ins kleinste
Detail gemeinsam und in enger Zusammenarbeit mit Bert
Sakmanns Arbeitsgruppe. Diese Arbeiten zeigten, dass
die unerwartet hohe Komplexitidt der schnellen Neuro-
transmission auf unterschiedliche genetische Faktoren
zuriickzufiihren ist, die sich wahrend der Entwicklung
des Gehirns manifestieren: multiple Rezeptor-Unterein-
heitengene, die Generierung von Untereinheiten-Isofor-
men durch alternatives Splicing, pre-mRNA-Editierung
und Rezeptor-assoziierte Proteine wie das von Peters Ar-
beitsgruppe untersuchte Hauptgeriistprotein erregender
Postsynapsen, PSD-95. Auflerdem schufen sie die Basis
fiir zahllose weiterfiihrende Studien an zentralnervésen
Neurotransmitter-Rezeptoren weltweit.

Peters Entdeckung der pre-mRNA-Modifizierung ein-
zelner Nukleoside im Nervensystem hoherer Organismen
war vollkommen unerwartet — sowohl fiir ihn selbst als
auch fiir die wissenschaftliche Fachwelt. Seine Publika-
tion in Cell 1991 lieferte iiberzeugende Beweise, dass ein
einzelner Nukleotidaustausch zwischen der mRNA und
der entsprechenden Gensequenz der AMPA-Rezeptor-Un-
tereinheit GluA2 (frither als GluR2 oder GluR-B bezeichnet)
kein Sequenzierungsartefakt war, sondern durch zwei En-
zyme (RED1 und RED2, spadter DRADA1 und DRADA?2 ge-
nannt) bewirkt wurde, welche Peter in den Folgejahren
erfolgreich charakterisieren konnte.

In der Zwischenzeit hatte die Gliaforschung in Heidel-
berg unter Leitung von Helmut Kettenmann gezeigt, dass
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die AMPA-Rezeptor-Untereinheit GluA2 die Permeabilitat
des AMPA-Rezeptors fiir das so wichtige Signalmolekiil
Ca?* kontrolliert. Nur in Anwesenheit Ca?-impermeabler
synaptischer AMPA-Rezeptoren kann der benachbarte
NMDA-Rezeptor in erregenden Neuronen des Gehirns die
gleichzeitige Aktivitat synaptisch verkniipfter Nervenzel-
len erkennen und durch seinen Ca*-Einstrom die Effekti-
vitdt der Reizweiterleitung modulieren. Die enge Zusam-
menarbeit der Arbeitsgruppen von Peter Seeburg und Bert
Sakmann ergab, dass die RNA-Editierung der GluA2-Un-
tereinheit Ca*-undurchldssige AMPA-Rezeptoren erzeugt.
Die Modifikation eines einzigen Nukleotids von einem
Adenosin-(CAA) zu einem Inosin-Codon (CAI) im Pri-
martranskript des GluA2-Gens bewirkt einen Einbau des
Aminosdurerests Arginin in einer Region der GluA2-Unter-
einheit, welche die Ionenselektivitdt des AMPA-Rezeptor-
Kanals vermittelt. Diese enzymatische ,,Editierung® einer
einzelnen Base ist von vitaler Bedeutung. Mit genetisch
modifizierten Mdusen konnte Peters Arbeitsgruppe zeigen,
dass die posttranskriptionelle Editierung der GluA2-AM-
PA-Rezeptor-mRNA essentiell fiir die normale postnatale
Gehirnentwicklung ist: Mduse, in denen die Editierung des
GluA2-Primartranskripts genetisch verhindert wird, ster-
ben bereits zwei bis drei Wochen nach der Geburt.

Die Experimente mit genetisch verdnderten Madusen
weckten bei Peter Seeburg ein starkes Interesse fiir die mo-
lekularen Grundlagen von Lernprozessen. In den letzten 15
bis 20 Jahren widmeten sich er und seine Arbeitsgruppe,
nun am Max-Planck-Institut fiir medizinische Forschung
in Heidelberg, dem Thema ,,Lernen und Gedachtnis“. Die
Entschliisselung der genetischen Komposition der iono-
tropen Glutamatrezeptoren erméglichte es, genetisch mo-
difizierte Mause zu generieren, die verdanderte ionotrope
Gutamatrezeptoren exprimieren. Die Analyse einer dieser
Mauslinien, bei der das Gen fiir die AMPA-Rezeptor-Unter-
einheit GluA1 inaktiviert wurde, stellte die damals allge-
mein akzeptierte Rolle des dorsalen Hippocampus als al-
leinige Speicherregion lokaler Informationen in Frage: Der
im Hippocampus der GluAl-Knockout-Maus beobachtete
Verlust dendritischer AMPA-Rezeptoren und die deutlich
reduzierte synaptische Plastizitdt waren nicht mit dem er-
warteten Verlust des rdumlichen Erinnerungsvermdogens
gekoppelt, sondern nur mit einem Totalverlust des raumli-
chen Kurzzeitgeddchtnisses. Diese Befunde belegten, dass
im Gegensatz zu den bis dahin giiltigen Vorstellungen
GluAl-haltige AMPA-Rezeptoren zur synaptischen Plasti-
zitit hippocampaler Synapsen beitragen. Uberraschend
war jedoch die Beobachtung, dass die GluAl-abhingige
synaptische Plastizitit hippocampaler Verschaltungen
zur Ausbildung eines rdumlichen Ged&chtnisses iiber-
haupt nicht notwendig ist.
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In der Hoffnung, die Rolle des Hippocampus bei der
Gedichtnisbildung weiter entschliisseln zu kénnen, in-
tensivierte Peter seine Zusammenarbeit mit Per Andersen,
einem der Vater der experimentellen Hippocampusfor-
schung in Oslo. Die damals giiltige Vorstellung war, dass
der hippocampale NMDA-Rezeptor bei der Gedadchtnisbil-
dung eine Schliisselrolle spielt. Verhaltensanalysen an
Madusen mit genetisch inaktiviertem NMDA-Rezeptor im
Hippocampus, die u.a. von Nick Rawlins’ Arbeitsgrup-
pe in Oxford durchgefiihrt wurden, konnten dies jedoch
nicht bestatigen. Die Lerndefizite, die Joe Tsien und Susu-
mo Tonegawa vor 20 Jahren in vergleichbaren Mauslinien
beobachtet hatten, waren im Seeburg-Labor mit Mausen,
denen die GluAl- oder die NMDARI1-Rezeptor-Untereinheit
fehlte, nicht nachweisbar. Diese Ergebnisse untermauer-
ten bereits damals existierende Zweifel an der Interpreta-
tion der friiheren Ergebnisse. Das Lernverhalten der NM-
DA-Rezeptor-Mausmutanten spricht fiir die schon in den
1960er Jahren von Olga Vinogradova postulierte Funktion
des dorsalen Hippocampus als ‘Spiirhund des Gehirns’ fiir
Unerwartetes und Neues in der Umgebung.

Zu Seeburgs Enttduschung wurden diese Ergebnis-
se von der Fachpresse weitgehend ignoriert. Allerdings
gelten inzwischen der oft zum Nachweis des raumlichen
Gedéachtnisses verwendete ,Morris Water Maze‘-Test eben-
so wie der elektrophysiologische Nachweis synaptischer
Plastizitat nicht mehr als zuverldssige Methoden zur Er-
fassung der Hippocampusfunktion. Peter Seeburgs spite
Arbeiten an genetisch veranderten Mausen haben somit
wesentlich zur Umorientierung der experimentellen Neu-
rowissenschaft des Hippocampus beigetragen. Die Analy-
se komplexer neuronaler Netzwerke und die Kommunika-
tion verschiedener Gehirnregionen beim Verhalten stehen
heute im Vordergrund des wissenschaftlichen Interesses
und haben einfach strukturierte Korrelationsstudien
zwischen synaptischer Plastizitat im Hippocampus und
raumlichem Lernen in den Hintergrund gedrangt.

Fiir seine Forschungsarbeiten zur Komplexitdt der
genetisch determinierten und molekularen Zusammen-
setzung von GABA,- AMPA- und NMDA-Rezeptoren erhielt
Peter zahlreiche Auszeichnungen wie den Ernst Schering
Preis, den Feldberg Prize, den ECNP-Lilly Award und den
InBev-Baillet Latour Health Prize. Was bleibt, sind eini-
ge offene Fragen, wie z.B., ob die Editierung der GluA2-
Untereinheit regulatorisch eingesetzt wird und ob der
dorsale Hippocampus als Speicher raumlicher Informa-
tion genutzt wird oder, wie auch von Peter Seeburg und
seinen engen Mitarbeitern 2014 vorgeschlagen, zur Ent-
scheidungsfindung bei der Orientierung im Raum (ent-
sprechend der Funktion des ventralen Hippocampus bei
emotionalen Entscheidungen dient).
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Bei der Beantwortung dieser Fragen werden uns Pe-
ters Scharfsinn und sensibles Gespiir fiir die wichtigsten
Experimente und Versuchsansdtze nicht mehr assistieren
konnen. Wir verlieren mit Peter Seeburg einen aufderge-
wohnlichen Wissenschaftler, Lehrer und einen, fiir viele,
hervorragenden Mentor und Freund. Peters Tiir zu seinem
Biiro stand immer offen und wurde nur dann schnell von
innen verriegelt, wenn ein Handlungsreisender den Chef
des Labors sprechen wollte. Doch fiir wissenschaftliche
Belange seiner Mitarbeiter hatte Peter jederzeit ein offe-
nes Ohr und lieferte in diesen Gesprdchen die besten Ide-
en fiir weiterfiihrende Experimente auch wenn dabei sein
Fiihrungsstil eher vorgebend und fordernd war. So war in
den 1990er Jahren die Arbeitsaufteilung in seinem Labor
sehr untypisch fiir ein Hochschullabor. Jeder Mitarbeiter
war auf eine ganz bestimmte Technik spezialisiert. Peter
verteilte personlich die tdglichen Aufgaben, wertete die
Ergebnisse aus und fiigte die vielen kleinen Bausteine
schliefllich zu einem logischen, publizierbaren Gesamt-
werk zusammen. Die meisten von Peter eingereichten Ar-
beiten wurden von Gutachtern von Science, Nature, Cell
und Neuron mit wiirdigendem Applaus entgegengenom-
men und immer zeitnah verdffentlicht.

Peter H. Seeburg
21.8.1944 - 22.8.2016

Abb. 1: Peter Seeburg bei einer Preisverleihung 1997 (links) und bei
einem Vortrag im Schloss Ringberg 2011 (rechts). Bildquellen:
Miyoko Higuchi und Winfried Denk.
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Vor ungeliebten administrativen Verpflichtungen driickte
sich Peter, wenn immer es moéglich war. Peter konzent-
rierte sich auf das Wesentliche: herausragende Daten zu
produzieren und diese noch vor der sehr kompetitiven
Konkurrenz hochrangig zu publizieren. Dabei war sein
exzellentes Netzwerk zu Kollegen in aller Welt und Edi-
toren der bedeutenden Journale wie Nature und Science,
mit denen er fast tiglich in Telefonkontakt stand, ein nicht
unwichtiger Faktor, um nur nicht den richtigen Moment
fiir eine Manuskripteinreichung zu verpassen. Manch jun-
ger Wissenschaftler seiner Arbeitsgruppe hdtte sich hier
und da zwar mehr Freiheiten gewiinscht. Aber nichtsdes-
totrotz bereut heute niemand seiner ehemaligen Postdocs
und Studenten, zusammen mit und fiir Peter an vorders-
ter Front geforscht zu haben. Im Namen aller ehemaligen
Heidelberger Mitarbeiter und Mitstreiter danken wir Peter
von ganzem Herzen dafiir, dass die jungen Wissenschaft-
ler und Wissenschaftlerinnen die Welt der Neurowissen-
schaften in seinem Labor kennen lernen durften und die
Kollegen auf seinen Rat und seine Expertise bauen konn-
ten. Durch seine Unterstiitzung und seinen unermiidli-
chen Einsatz konnten viele das Feld mit zahlreichen inno-
vativen Befunden bereichern.

Peter, nicht nur wir vermissen dich.

Rolf Sprengel
Bernd Sommer
Miyoko Higuchi
Heinrich Betz
Bert Sakmann

PS: siehe auch Wisden W(2016) A tribute to Peter H Seeburg
(1944-2016): a founding father of molecular neurobiology.
Front. Mol. Neurosci. 9:133. doi:10.3389/fnmo1.2016.00133
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Einladung zur Mitgliederversammlung auf der 12. Gottinger Tagung der
Neurowissenschaftlichen Gesellschaft (22.—25. Midrz 2017)

DOI 10.1515/nf-2016-1108

Termin: Donnerstag, 23. Marz 2017, 13:30-14:30 Uhr

Ort: Zentrales Horsaalgebdude, Horsaal 11
Vorlaufige Tagesordnung: Vorschlage fiir weitere Tagesordnungspunkte reichen Sie
1. Begriiflung durch den Prisidenten bitte bis spdtestens 9. Mdrz 2017 bei der Geschiftsstelle
2. Bestdtigung des Protokolls der letzten Mitgliederver- ein.
sammlung
3. Bericht des Schatzmeisters Neurowissenschaftliche Gesellschaft e. V.
4. Mitteilungen Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin (MDC)
5. Bericht zur Go6ttinger Tagung Robert-Rossle-Str. 10, 13092 Berlin
6. Wahl des neuen Vorstandes E-Mail: gibson@mdc-berlin.de
7. Aktivitdten der Gesellschaft
8. Verschiedenes

Reisestipendien fiir Gottinger Tagung 2017 vergeben

Die Stipendienauswahl fiir die Teilnahme an der Gottinger 9. Hirschberg, Stefan (UK)
Tagung der Neurowissenschaftlichen Gesellschaft 2017 10. Hoeber, Jan (Schweden)
(22.-25. Mérz 2017) ist abgeschlossen. 22 Bewerber wurden 11. Horvat, Anemari (Slovenien)
fiir die Vergabe eines Stipendiums in Hohe von 300 Euro 12. Kolarova, Michala (Tschechien)
ausgewahlt. Das Stipendium wird in bar am Stand der 13. Kruashvili, Lali (Georgien)
NWG vor Ort in Gottingen ausgezahlt und kann nach frei- 14. Lebitko, Tomasz (Polen)

em Ermessen des Stipendiaten fiir die Teilnehmergebiihr, 15. Martyniuk, Nataliia (Ukraine)

Reisekosten oder Unterkunft verwendet werden. 16. Moritz, Christian P. (Frankreich)

1. Bohér, Zsuzsanna (Ungarn) 17. Pinheiro, Helena (Portugal)

2. Chighladze, Mariam (Georgien) 18. Robra, Lena Mareike Josefine (Indien)

3. Chitranshi, Nitin (Australien) 19. Rodewald, Andrea (Deutschland)

4, Dylda, Evelyn (UK) 20. Sathyanarayanan, Ranganayaki (Indien)
5. Elgamal, Mohamed (Agypten) 21. Tsitoura, Chryssanthi (Deutschland)

6. Fiath, Richard (Ungarn) 22. Ziegart-Sadowska, Karolina (Polen)

7. Grétsch, Swantje (Kanada)

8. Hartmann, Stephanie (Deutschland) Herzlichen Gliickwunsch!
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Ausblick

Folgende Beitrdage werden fiir die nachsten Ausgaben von
Neuroforum vorbereitet:

Eckart Altenmiiller,
Apollos Fluch und Segen: Musizieren als Neuroplastizi-
tatsmotor

Philipp Berens, Thomas Euler
Neuronale Vielfalt in der Netzhaut

Thomas Elbert, James Moran, Maggie Schauer
Lust an Gewalt: appetitive Aggression als menschliche
Anlage

Preview

The following contributions are in preparation for the next
issues of Neuroforum:

Eckart Altenmiiller,
Apollos gift and curse — making music as a model for ad-
aptive and maladaptive plasticity

Philipp Berens, Thomas Euler
Neuronal diversity in the retina

Thomas Elbert, James Moran, Maggie Schauer
Lust for violence: appetitive aggression as human nature

Olga Garaschuk
Age-related changes in microglial physiology: the role for
healthy brain ageing and neurodegenerative disorders
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Olga Garaschuk

Altersbedingte Verdnderungen der Mikroglia: ihre Rolle
bei gesundem Altern des Gehirns und bei neurodegenera-
tiven Erkrankungen

Alexey Ponomarenko, Tatiana Korotkova

Schlaf, Nahrungsaufnahme und Fortbewegung — Koordi-
nation von angeborenem Verhalten durch den lateralen
Hypothalamus

David R. Stevens und Jens Rettig
Synaptische Transmission im Immunsystem

Fang Zheng, Andrea S. Link und Christian Alzheimer
Bedeutung von Activin fiir Kognition, Affekt und neuro-
nales Uberleben

Alexey Ponomarenko, Tatiana Korotkova
To eat? To sleep? To run? Coordination of innate behaviors
by lateral hypothalamus

David R. Stevens und Jens Rettig
Synaptic transmission in the immune system

Fang Zheng, Andrea S. Link and Christian Alzheimer
Role of activin in cognitive functions, affective behavior
and neuronal survival
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