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1) Integration of GABA/Glycine co-transmitting neurons in the
respiratory network

2) Opioid-induced impairment of breathing: discrimination of
the pathophysiology of muscle rigidity and respiratory
depression
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Die Arbeitsgruppe Zentrale Kontrolle der Atmung untersucht die
Physiologie und Pathophysiologie des respiratorischen Netzwerkes, mit
experimentellen Schwerpunkten in den Bereichen synaptische Inhibition
und Neuron-Glia Interaktion. Dabei werden zum einen Fragen zur Rolle
von Astrozyten für die synaptische Übertragung und Netzwerkplastizität
untersucht. Ein zweiter Forschungsbereich umfasst die Funktion von
hemmenden Neuronen in respiratorischen Netzwerk und im Besonderen
die Entwicklung GABA/Glyzin co-transmittierender Neurone in
Hirnstamm und Rückenmark. Modernste elektrophysiologische und
optische Techniken (inklusive 2-Photonen-Mikroskopie) und neuartige,
transgene Mausmodelle finden breite Anwendung. Das
Methodenspektrum der Arbeitsgruppe wird durch Immunhistochemie,
Molekularbiologie sowie optogenetische Verfahren ergänzt.
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Abbildung 3:
Die gezüchteten Tiere werden zur Organentnahme schmerzfrei euthanasiert, danach werden
aus dem Hirngewebe akute Schnitte der Medulla oblongata hergestellt. Diese Schnitte
werden schließlich elektrophysiologisch untersucht.
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Zu 2) Die Applikation von Opioiden, wie z. B. Fentanyl, birgt das Risiko einer opioid-induzierten Atemdepression (OIRD), kann die Atmung 
jedoch auch durch eine Steigerung des Muskeltonus und die Auslösung eines Laryngospasmus beeinträchtigen. Es ist jedoch unklar, welcher 
neuronale Mechanismus dafür ausschlaggebend ist, welches der beiden Symptome dominiert. [In diesem Projekt wollen wir klären, warum in 
manchen Situationen die OIRD das führende Symptom ist, während in anderen die opioid-induzierte Thoraxrigidität relevant wird. Wir stellen 
die Hypothese auf, dass die Reaktion nicht nur von der Rezeptor-Subtyp-Spezifität des verwendeten Opioids abhängt, sondern auch vom 
Antriebszustand (Drive) des respiratorischen Netzwerks.
Konkret adressieren wir folgende Fragen:
•Wie beeinflussen Opioide mit unterschiedlicher Spezifität für µ-, δ- und κ-Rezeptoren das EMG und die Vagusnervaktivität?
•Wie verändert Hyperkapnie die motorische Antwort auf Opioide?
•Wie modulieren Agonisten von δ- und κ-Opioidrezeptoren die Aktivität im Locus coeruleus (LC)?
•Ist die Disinhibition (Enthemmung) der noradrenergen LC-Neurone sowohl notwendig als auch hinreichend, um die tonische somatische 
EMG- und Vagusnervaktivität zu erklären?
Zur Beantwortung dieser Fragen werden wir die Working-Heart-Brainstem-Preparation (WHBP) nutzen, die eine simultane Analyse der 
Aktivität des respiratorischen Netzwerks zusammen mit der Vagusnervaktivität sowie dem thorakalen und skelettalen EMG ermöglicht. 
Darüber hinaus werden Experimente an Schnitten des Locus coeruleus die Analyse ergänzen.“

Zu 1) Unser Ziel ist es, die inhibitorische synaptische Konnektivität zwischen den verschiedenen Teilen des respiratorischen Netzwerks zu 
verstehen und den Beitrag sowie die Funktion der unterschiedlichen Cotransmitter an der synaptischen Interaktion zu identifizieren.
Daher wollen wir mittels Elektrophysiologie folgende drei Hypothesen überprüfen:
(i) Inhibitorische Neurone des Bötzinger-Komplexes (BötC), die zum prä-Bötzinger-Komplex (preBötC) projizieren, nutzen ein anderes Set an 
Neurotransmittern als inhibitorische Neurone, die innerhalb des BötC verschaltet sind,
(ii) die Feedback-Inhibition vom preBötC zur pFRG wird durch Glycin/GABA-cotransmittierende Neurone vermittelt, und
(iii) für diese Verbindungen lassen sich unterschiedliche funktionelle Rollen der Cotransmitter identifizieren.
Zusätzlich wollen wir mittels Calcium-Imaging die funktionelle Integration von GGCN (Glycin/GABA-cotransmittierenden Neuronen) in das 
respiratorische Netzwerk aufklären.

Abbildung 2:
Die gezüchteten Tiere werden zur Organentnahme schmerzfrei euthanasiert. Im
Anschluss wird eine Working-Heart-Brainstem-Preparation (WHBP) hergestellt um
die Netzwerkaktivität elektrophysiologisch zu untersuchen.
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Figure 1. Genetic discrimination of 
inspiratory neurons in the preBötC using 
GlyT2-EGFP and GAD65 tdTomato double 
TG mice at p4. (A–D) Fluorescence 
images of preBötC in slice preparation. (A) 
OGB-1 in all cells, (B) EGFP in GlyT2+ 
neurons and (C) tdTomato in GAD65+ 
neurons were visualized. (D) Overlay 
image of (A–C). Four representative types 
of cells are indicated by coloured
arrows/arrowheads: blue, glycinergic 
neurons (GlyT2+/GAD65−); red, 
GABAergic neurons (GlyT2−/GAD65+); 
yellow, GGCN (GlyT2+/GAD65+, potential 
dual transmitting neurons); green, other 
cells, including excitatory neurons 
(GlyT2−/GAD65−). (E) Cross correlation 
(CC) mapping shows the maximum cross-
correlation coefficient at individual pixels 
between the f luctuation pattern of OGB-1 
fluorescence and the waveform pattern of 
integrated LFP. (F) CCmap (E) overlaid on 
(A). In (A–F), arrows and arrowheads 
indicate typical inspiratory and 
noninspiratory neurons, respectively. T he 
outline of the glass suction electrode for 
recording LFP is denoted by a yellow 
dashed line in (D). The traces of the cells 
labelled by the circled numbers in (F) are 
shown in (G,H). The scale bar in (D) is 
50 µm and applies to (A–F). (G) Top trace: 
integrated LFP. From second top to bottom 
traces: raw traces of simultaneous OGB-1 
fluorescence intensity in inspiratory 
neurons with larger and smaller maxCC or 
noninspiratory neurons, marked with the 
circled numbers in (F), respectively. 
Fluorescence intensity was measured 
within circles of radius 4 pixels (3.9 µm). 
(H) Each graph indicates the cross-
correlation coefficient function calculated 
between the integrated LFP pattern and 
the time-shifted OGB-1 fluctuation pattern 
of each neuron shown by the circled 
number in (F). The maximum value within 
a time lag between −5 and 5 frames 
(approximately −1 and 1 s) was the 
maxCC of each neuron.
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