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Zusammenfassung: Neuronale Aktivitdt in priméiren sensorischen Arealen des
Cortex ist gepragt durch raumzeitliche Muster, welche vor allem als Resultat der
Reprisentation physikalischer Stimulusparameter (Bottom-up) in sogenannten
topographischen Karten verstanden werden. Auf der Ebene des priméren senso-
rischen Cortex konvergieren afferente thalamocorticale Feedforward-Projektion-
en mit lokalen, wie weitreichenden intracorticalen Schaltkreisen, sowie rekur-
renten corticofugalen Feedback-Schaltkreisen. Des Weiteren weisen experimen-
telle Befunde darauf hin, dass die topographisch geprigten Muster in spe-
zifische Kontext-abhingige, verhaltensadaptierte oder lerninduzierte cortica-
le Prozessierungen (Top-down) eingebunden sind. Dabei konnte die funktio-
nelle Rolle dieser Subsysteme zur Integration der Bottom-up- und Top-down-
Prozessierungen bislang nur schwer auf die Funktionsweise der Mikroarchitektur
corticaler Netzwerke abgebildet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde durch Kombination verschiedener Methoden,
wie Elektrophysiologie, Pharmakologie, Elektrostimulation und Verhaltensana-
lysen, die Konvergenz und Integration dieser Prozesse auf der Ebene thalamo-
corticaler und intracorticaler funktioneller Mikroschaltkreise untersucht. Die
Arbeit gliedert sich dazu in drei Hauptteile. Die Experimente wurden alle am
priméren auditorischen Cortex von Mongolischen Wiistenrennméusen (Merio-
nes unguiculatus) durchgefithrt. Im ersten Teil wurde die corticale Verarbei-
tung physikalischer Reizparameter auf der Ebene der funktionellen Mikroar-
chitektur thalamocorticaler und intracorticaler Projektionssysteme untersucht.
Dazu wurde die Ableitung hoch aufgeldster laminarer Strom-Quellen-Dichte-
Verteilungen (CSD) nach Stimulation mit Reint6nen varilerender spektraler
Distanz zur Bestfrequenz (BF) des Ableitortes kombiniert mit einer reversi-
blen pharmakologischen corticalen Deaktivierung sowie einer neuartigen Form
der Residualanalyse. Dabei wurden die unterschiedlichen Beitrige der thala-
mocorticalen Bottom-up-Projektionen sowie der intracorticalen Einginge zur
spektralen Integration beschrieben. So konnte ein Mechanismus aufgedeckt wer-
den, welcher eine raumzeitlich hoch prézise Integration thalamocorticaler und
horizontaler, interkolumnérer Eingénge nach Stimulation mit Frequenzen na-
he der BF erlaubt, wo die Uberlappung spektraler Eingang aus beiden Syste-
me am stirksten ist. Durch den Vorteil der CSD-Analyse neuronale Aktivitéit
auf der Ebene der funktionell-anatomischen Organisation der corticalen Mi-
kroschaltkreise abzubilden, konnten die Ergebnisse dieser Arbeit und bisherige
widerspriichliche Befunde zu einem konzeptuellen Modell der spektralen In-



tegration im priméren auditorischen Cortex vereint werden. Im zweiten Teil
wurden die verschiedenen Subsysteme der corticalen Schaltkreise durch spezi-
fische intracorticale Mikrostimulation (ICMS) in den verschiedenen Schichten
des Cortex selektiv aktiviert. Durch die gleichen methodischen Ansétze konnte
gezeigt werden, dass, entgegen kiirzlich publizierter Befunde, elektrische Sti-
mulation die cortico-corticale Signalweiterleitung nicht per se durch Blockieren
der lokalen Prozessierung unterbricht. Wahrend dies nach Stimulation in den
supragranuliren Schichten tatsichlich der Fall war, erlaubte die ICMS in granu-
ldaren und infragranuléiren Schichten eine polysynaptische intracorticale Weiter-
leitung. Des Weiteren konnte durch selektive Aktivierung der infragranuldren
Ausgangs-Schichten im Cortex und der dort entspringenden corticothalami-
schen Feedback-Projektionen ein direkter exzitatorischer und lokaler rekurren-
ter corticothalamischer Schaltkreise nachgewiesen werden. Die Existenz eines
solchen lokalen rekurrenten iiberschwelligen Schaltkreises zwischen Cortex und
Thalamus wurde seit Jahrzehnten kontrovers diskutiert. Zuletzt wurden die
zuvor entwickelten Stimulationsstrategien zur differenziellen Rekrutierung der
unterschiedlichen Projektionssysteme in einem Verhaltensexperiment als kondi-
tionierte Stimuli genutzt. Eine psychometrische Analyse der Detektionsleistung
zeigte, dass die Generierung elektrisch evozierter Perzepte mafigeblich einer
Rekrutierung der zuvor beschriebenen lokalen rekurrenten corticothalamischen
Schaltkreise zu Grunde lag. Damit konnte nachgewiesen werden, dass ein neu-
er, bislang nicht vorgeschlagener Schaltkreis an der Vermittelung perzeptueller
Effekte nach intracorticaler Mikrostimulation beteiligt ist, was Implikationen
fiir alle vorherigen und zukiinftigen Studien hat, welche durch ICMS evozierte
Verhaltenseffekte untersuchen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit betonen, dass neuronale Dynamiken eine prézise
raumzeitliche Integration afferenter Bottom-up-Information und intracortica-
ler Prozessierungen erlauben, welche die Generierung von perzeptuell bedeu-
tungsrelevanten raumzeitlichen Mustern in corticalen Netzwerken bilden. Hier-
bei spielt die lokale Wiedereinfithrung (,,re-entrance) neuronaler Informatio-
nen in die intrakolumnére Prozessierung iiber rekurrente corticothalamische
Schleifen eine wichtige Rolle fiir die Bereitstellung neuronale Signale, welche
die Auslese durch globalere horizontale intraareale sowie interareale Prozes-
sierungssysteme begiinstigt. Eine solche funktionale ,orthogonale“ Trennung
der vertikalen, lokalen Prozessierung und nachgeschalteter weitreichender la-
teraler Feedforward-Aktivierungen verhindert moglicherweise eine Interferenz
der corticalen Eingangs-Informationen und der folgenden Integrations- und
Auslese-Mechanimsmen. Eine solche Form der topologischen Organisation cor-
ticaler Schaltkreise, welche sich von klassischen topographischen Bottom-up-
Repriisentationen unterscheidet, ermdglicht es, die kognitiven Grundlagen der
Perzeption auf der Ebene primérer corticaler Mikroschaltkreise besser zu ver-
stehen.
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Abstract: Neuronal activity in primary sensory cortex is manifested in spatiotem-
poral patterns, which predominantly reflect map representations of physical
stimulus properties (bottom-up) in so-called topographic maps. On a primary
cortical level, afferent thalamocortical projections converge with local and long-
distant intracortical microcircuits, as well as recurrent corticofugal feedback cir-
cuits. Further, recent research suggests that these spatiotemporal map-based
patterns also reflect specific context-dependent, adaptable or learning-induced
cortical demands (top-down). The functional role of the aforementioned subsy-
stems for bottom-up- and top-down-processing has been hardly related to the
underlying architecture of the cortical microcircuits.

In this work, a combination of methods, including electrophysiology, pharma-
cology, microstimulation and behavioural analysis, was used to investigate the
convergence and integration of both processes of the involved thalamocortical
and intracortical microcircuits. For this purpose, the work consists of three ma-
jor parts. All experiments were conducted in the primary auditory cortex of
Mongolian gerbils (Meriones unguiculatus). The first investigated the contri-
butions of sensory information from afferent feedforward thalamocortical pro-
jection systems and convergent intracortical microcircuits. To this aim, high-
density recordings of laminar current-source-density (CSD) distributions after
stimulation with pure tones of systematically varied spectral distance to the
best frequency (BF) represented at the measurement site, have been combined
with pharmacological silencing of cortical activity and analysis of the relati-
ve residual of the CSD-waveform. This approach has allowed identification of
different feedforward thalamocortical or intracortical contributions to spectral
integration. The quantitative analysis of the interaction of both input systems
at various spectral distances from the BF uncovered a mechanism of temporally
highly precise integration of both inputs in the close spectral neighbourhood
of the BF, where the spectral overlap between thalamocortical and intracorti-
cal input is maximal. Combined with the advantage of CSD-analysis to relate
neuronal activity to the laminar organization of the cortical microcircuitry,
this allowed the development of a conceptual framework for spectral integrati-
on in primary auditory cortex that can unify previously conflicting models of
spectral integration. In a second part, the different subsystems were selectively
activated by using layer-specific intracortical microstimulation (ICMS). Using
the same methods, it could be demonstrated, in contrast to recent studies, that
electrical stimulation does not disrupt cortico-cortical signal propagation by



silencing the output of the cortical microcircuits per se. While activation of
supragranular cortical layers by ICMS did indeed lead to suppression of cor-
tical processing, stimulation of granular and infragranular cortical layers did
not lead to a disruption of subsequent cortico-cortical signal propagation. Fur-
thermore, the selective activation of the infragranular output layers evoked a
re-entrant activation of cortex via thalamus. The existence of such local driving
loops between sensory cortex and thalamus has been debated controversially
on theoretical grounds for more than a decade. At last, the layer-specific sti-
mulation protocols, activating different intracortical or subcortical projection
systems, served as conditioned stimuli in a behavioural detection task. By ana-
lysis of detection performance it could be shown that recruitment of recurrent
corticothalamic feedback loops most effectively contributed to signal detecti-
on demonstrating their functional relevance in perception. Hence, it could be
demonstrated that a new pathway, not previously proposed, mediates the per-
ceptual effects of intracortical microstimulation, which is critical for all previous
and future studies employing ICMS for evoking behavioural effects.

These results emphasize the precise spatiotemporal integration of bottom-up
information and intracortical processing and highlight the importance of their
dynamic interaction for the generation of perceptually relevant spatiotemporal
activity patterns in cortical microcircuits. In this framework, local re-entry of
information into intracolumnar processing by recurrent corticothalamic feed-
back loops provided neural signals suitable for a read-out by more global intra-
regional and cross-regional cortical feedforward processing systems. Such an
yorthogonal“ separation of local vertical processing and subsequent large sca-
le lateral interactions might prevent interference between cortical input and
subsequent read-out- and integration-mechanisms. Hence, such a topological
organization of cortical networks, which though differs from classical topogra-
phical map-based representations, allows us to get a better understanding of the
cognitive fundamentals of perception on the basis of the cortical microcircuitry.



Inhaltsverzeichnis

[Selbststandigkeitserklarung] \'
[Zusammenfassung] Vi
[nhaltsverzeichnis| X
I Einleitung] 1

(1.1  Funktionelle Anatomie des priméren sensorischen Cortex| . . . . . . . 3

(1.1.1  Vertikale und horizontale kolumnare Organisation lokaler cor-

| ticaler Schaltkreisel . . . . . . . .. 5

[1.1.2  Feedforward- und Feedback-Prozessierung im thalamocortica-

len System|. . . . . . ... 7

[1.1.3  Das auditorische thalamocorticale System der Mongolischen

Wiistenrennmaus als Modellsystem| . . . . ... ... ... .. 10

[1.1.4  Spektrale Integration als Modell thalamocorticaler Interaktionen| 13

[1.2  Methodische Ansatze zur lxamination corticaler Funktionen| . . . . . 15
(1.2.1 Corticale Deaktivierung: Pharmakologische Irennung thala-

[ mocorticaler und intracorticaler Interaktionenf . . . . . . . .. 16

(27 Tunkioncle Flal Tation Korrea - alen i l

[ regungsmustern und Perzeption| . . . . . . .. . ... ... .. 17

(1.3 Fragestellungen der vorliegenden Arbeit|. . . . . . .. ... ... ... 18




2__Matenal und Methoden 21

[2.1  Versuchsdesign| . . . . . . ... ... ... ... . 21
[2.2 Design der Elektroden tiir Ableitung und Stimulation| . . . . . . . .. 22
[2.2.1 Mafitertigung von Multikanal-Schaftelektroden|. . . . . . . . . 22
[2.2.2  Tieten-Elektroden-Array fiir die intracorticale Mikrostimulation| 23

[2.3  Chirurgische Priaparation der Versuchstiere| . . . . . . . . . . ... .. 25
[2.4  Elektrophysiologische Untersuchungen, . . . . .. .. ... .. .. .. 26
[2.4.1 Elektrophysiologisches Multikanal-Ableitsystem| . . . . . . . . 26
[2.4.2  Grundlagen der Strom-Quellen-Dichte-Analyse| . . . . . . . .. 29
[2.4.3  Pharmakologische Deaktivierung corticaler Aktivitat| . . . . . 35

2.5 Histochemische Verfahrenl . . . . . ... .. .. ... .. ... .. .. 36
[2.6 Verhaltensexperimente| . . . . . . . . . . ... .. ... ... ..., 36
[2.6.1 Block-Design der Verhaltensexperimente| . . . . . . .. . ... 37
[2.6.2  Analyse der Verhaltensdaten|. . . . . . . . .. ... ... ... 39

[2.7 Statistische Analysen| . . . . . . ... o000 40
[3  Ergebnisse| 42

[3.1  Physiologische Strom-Quellen-Dichte- Verteilungen im auditorischen |

| cortex| . . .o, 42

[3.1.1  Dissoziation thalamocorticaler und intracorticaler synaptischer |

Eingdnge in AIl . . . . . .. ... ... 0oL 42

[3.1.2  Aquirierung afferenter und intrinsischer synaptischer Popula- |

tionen in Abhingigkeit des Spektralgehaltes| . . . . . . . . .. 45

[3.1.3  Quantifizierung thalamocorticaler und intracorticaler Anteile |

der corticalen laminaren Aktivierungen| . . . . . . . . . .. .. 48

[3.1.4  Laminare Konvergenz afferenter und intracorticaler synapti- |

scher Bingange| . . . . . . . ... .. L 49

[3.1.5 Analyse der zeitlichen Struktur konvergenter Eingangssysteme |

| 1m auditorischen Cortex| . . . . . . . . . . ... 54




B.1.6

Weitreichende intracorticale Projektionen und ihr spektraler

B21

Histochemie und Histologie| . . . . . ... .. ... ... ...

B2

Autometallographische Analyse der corticalen Deaktivierung| .

62

[3.3  Corticale Netzwerkaktivierungen nach intracorticaler Mikrostimulation| 66

[3.3.1 Lokale Netzwerkaktivierung nach schichtspezifischer Stimulation| 67

[3.3.2  Weitreichende polysynaptische Aktivierungen nach schicht- |
spezifischer Stimulation|. . . . . . .. ... ... .00 72

[3.3.3  Reichweite der corticothalamischen Aktivierung rekurrenter |

[ Leedback-Kreislaufel . . . . . .. . .. ..o 76
[3.3.4 Trennung lokaler und weitreichender synaptischer Beitrige| . . 77

[3.4  Verhaltensexperimente zum Detektionslernen|. . . . . . . .. . .. .. 84
[3.4.1 Schichtabhangigkeit des iiberschwelligen Initiallernens| . . . . . 86

[3.4.2  Psychometrische Funktionen: Schichtabhangigkeit des Detek- |

[ tionsschwellenwertesl . . . . . . . .. ... ... ... ... 87
[3.4.3  Psychometrische Funktionen nach bipolarer Stimulation| . . . 89
4__Diskussion| 93
[4.1 Laminare Verarbeitung akustischer Reize im primaren auditorischen |

[ Cortex| . . . . . . 95
[4.1.1  Zeitliche Prazision horizontaler und afferenter Kingange in gra- |

[ nularen Schichten| . . . . . . ... ... L Lo 96
[4.1.2  Lokale intrakolumnéire Prozessierung amplifiziert sensorische |
Eingdngel. . . . . . . ... 102

[4.1.3  Vergleich unterschiedlicher pharmakologischer Deaktivierungs- |

[ methoden| . . . . . . .. .. 103
[4.1.4  Spektrale Integration: Modellsystem der zeitlich prazisen In- |

| teraktion thalamocorticaler und intracorticaler synaptischer |
[ Eingangel. . . . . . .. 105




[4.2  Eftekte der schichtspezifischen intracorticalen Mikrostimulation|. . . . 108

[4.2.1 Rekurrente corticothalamische Interaktionen als Ursprung lo- |

| kaler corticaler Aktivierungsmuster| . . . . . . . .. ... ... 110

[4.3  Perzeptuelle Effekte der intracorticalen Mikrostimulation| . . . . . . . 113

[4.3.1 Rekurrente corticothalamische Interaktionen als Grundlage der |

Perzeption| . . . . . . ... 115

[4.3.2  Implikationen fiir medizintechnische Anwendungen| . . . . . . 123

[4.4  Abschlielende Beurteilung und Ausbhlickl . . . .. .. ... ... ... 129

A A o 133
[A.1 Materialien und Gerdtel . . . . . . . . . ... L. 134
(A2 Protokollel . . . . . . . 137
[A.2.1 Nissl-Farbung| . . . . . ... ... .. ... ... ... ..., 137

[A.2.2  Berliner Blau-Farbung| . . . . .. ... ... ... ... .... 137

[A.3 Abkiirzungsverzeichnis| . . . . . .. ... Lo 139
[Stichwortverzeichnis| 141
[Abbildungsverzeichnis| 143
(Tabellenverzeichnis| 146
[Citeraturverzeichnis| 147

[Curriculum Vitael 173



LAlle Wissenschaft wdre diberflissig, wenn die Erscheinungsform
und das Wesen der Dinge unmittelbar zusammenfielen

Karl Marz



1 Einleitung

Das ,,Hihlengleichnis‘t

des griechischen Philosophen Platon ist eine der &dltesten,
aus der Antike stammenden Versinnbildlichungen der Frage nach der Wirklichkeit
unserer Wahrnehmung, welche immer wieder erkenntnistheoretische Diskussionen
inspiriert hat. So formulierte auch die Kant’sche ,Kritik der reinen Vernunft“ (1781)
und die durch sie beeinflussten modernen Empiristen die Annahme, dass unsere
Wahrnehmung der Objekte der dufleren Welt niemals genauen Aufschluss iiber ih-
re konkreten physikalischen Merkmale geben konnen - ganz im Einklang mit dem
Zitat von Karl Marx (siehe vorherige Seite). Durch die modernen Methoden der
Neurowissenschaften kann diese {iber Jahrhunderte diskutierte Frage nun auf eine
neurobiologische Probe gestellt werden.

Da Perzeption und Wahrnehmung generell als Phinomene gelten, fiir welche corti-
cale Systeme notwendig sind (Parvizi, 2009), ist der Teil des Cortex, an welchem die
sensorische Information auf corticale Schaltkreise (engl.: cortical microcircuits) kon-
vergiert, ein geeigneter Ort, um solche Fragen auf neuronaler Ebene zu untersuchen.
Primére sensorische Areale sind dabei zunichst durch topographisch organisierte
Représentationen geprigt, welche sich aus den biophysikalischen Gegebenheiten des
Signaltransduktionsprozesses und der nachfolgenden neuronalen Verarbeitungen ab-
leiten lassen, und somit als subcorticale, afferente Bottom-up-Informationen? dem
Cortex zur Verfiigung stehen (Toga & Thompson, 2001; |Chklovskii & Koulakov,
2004} Schreiner & Winer, 2007). Innerhalb der priméren sensorischen Areale beste-

hen starke rekurrente, also wechselseitige, intrinsische Verbindungen und dariiber

L Politeia, ca. 370 v.Chr.
2 Bottom-up-Prozessierung: vollstindig durch biophysikalische Reizparameter, wie beispielsweise
Spektralgehalt, erklarbare Aspekte der neuronalen Verarbeitung



hinaus konvergieren zusétzlich Feedback-Verbindungen aus weitreichenden senso-
rischen, sowie assoziativen corticalen Arealen. Die Aktivitdt sensorischer Cortices
spiegelt daher zum einen spezifische physikalische Parameter der peripheren Sti-
mulation akkurat wider, wie urspriinglich am Beispiel der retinotopen oder tono-
topen Karten in den priméiren Arealen des visuellen, bzw. auditorischen Cortex
gezeigt (Hubel & Wiesel, [1959; [Merzenich et all, [1975). Doch neben diesen Bottom-
up-vermittelten Eigenschaften des corticalen Netzwerkes finden sich viele Hinweise
darauf, dass die verbleibende Varianz der Aktivitdt primérer sensorischer Cortices
durch héher-assoziative Top-down-Modulationen® beeinflusst wird und somit auch
komplexe kognitive Ablaufe integrieren kann (Arieli et al., 1996; |Ohl & Scheich)
1997a,, 2005; |[Freeman), [2000a; |Ohl et al., 2001; Nelken) 2004, 2008; |[Schroeder et al.|
2010). Aus diesem Grund erlaubt die funktionelle Organisation des priméren sen-
sorischen Cortex, als Nexus zwischen subcorticalen, afferenten Eingéingen und weit-
reichenden intracorticalen, rekurrenten Verschaltungen, die Konvergenz zwischen
Stimulus-reprisentierender Bottom-up-Information und Top-down-Modulation. So
konnte am Beispiel des auditorischen Cortex gezeigt werden, dass sich die Aktivi-
tdten Kontext-spezifisch &ndern kénnen (Scheich et al., 2007) und sich selbst im
Zuge der Kategorienbildung in einem Lernkontext distinkte raumzeitliche Muster in
der corticalen Dynamik ergeben (Ohl et al., [2001)). Dass bewusste Wahrnehmung
tatsdchlich schon auf der niedrigsten Stufe der corticalen Hierarchie, in priméren
sensorischen Arealen, beginnt, konnte am Beispiel internaler Représentation gezeigt
werden (Crick & Koch,|1995; Kosslyn et al., 2001; King, |2006). Eine der noch offenen,
zentralen Fragen dabei ist, welche neuronalen Mechanismen auf der Ebene der funk-
tionellen Mikroarchitektur corticaler Netzwerke die Interaktion der verschiedenen
Feedforward- und Feedback-Subsysteme erlauben und wie die sich daraus ergeben-
den dynamischen Zustandsénderungen corticaler Prozessierung die Generierung von
Perzeption oder die Enkodierung von Lerninhalten ermdglichen (Callaway|, |2004;

T'sodyks & Gilbert,, [2004; |Gilbert & Sigman, [2007; Schéfer et al., 2007)).

3 Top-down-Prozessierung: nicht vollstéindig durch physikalische Reizparameter erkliirbare Varianz
der neuronalen Verarbeitung basierend auf Einfliissen wie Aufmerksamkeit, Erwartungshaltung,
Lernen etc.



In den letzten 50 Jahre haben technische Entwicklungen der anatomischen und elek-
trophysiologischen Methoden unser Verstindnis der Hirnfunktionen revolutioniert,
indem die neuronalen Schaltkreise in ihrer Feinstruktur und Funktion auf allen Be-
trachtungsebenen zum Untersuchungsgegenstand wurden. Vor der Einfiihrung heu-
tiger moderner Techniken war das wohl stiarkste Werkzeug, um funktionell weit-
reichende Schlussfolgerungen neurobiologischer Zusammenhinge zu erlangen, das
Nutzen spezifischer Hirnldsionen und deren Korrelation mit neurologischen Defizi-
ten (Lomber & Galuske, 2002). Moderne methodische Ansitze erméglichen heute
neuronale Lésionen nicht durch chirurgische Eingriffe zu vollziehen, sondern durch
technische oder pharmakologische Ansétze die Funktionen lokaler neuronaler Ver-
bénde temporér, also reversibel, zu deaktivieren. Diese reversiblen Deaktivierungs-
methoden haben in den letzten Jahren grofie Beitrége zur Untersuchung der Zusam-
menhénge corticaler Struktur und Funktion geleistet, vor allem durch ihre Kom-
bination mit klassischen elektrophysiologischen und lernexperimentellen Ansétzen
(Payne et al., 1996).

In dieser Arbeit sollen eben solche kombinierten technischen Ansétze zur Untersu-
chung corticaler Regelkreisliufe genutzt werden, um die funktionelle Mikroarchitek-
tur corticothalamischer Interaktionen elektrophysiologisch, sowie in Verhaltensexpe-
rimenten, zu untersuchen. Ziel ist es, bestimmte raumzeitliche Muster der Aktivie-
rung im sensorischen Cortex, welche mit Mustern der Wahrnehmung und Perzepti-
on korrelieren, zu klassifizieren und diese so strukturell-funktionellen Kriterien der
corticalen Mikroarchitektur zu unterwerfen. So soll ein Briickenschlag der eingangs
erlauterten Dichotomie zwischen der Repréisentation physikalischer Reizparameter

und der perzeptuellen Auslese corticaler Netzwerkaktivierungen angestrebt werden.

1.1 Funktionelle Anatomie des primadren sensorischen

Cortex

Eine der grofiten Herausforderungen in der Erforschung der Arbeitsweise senso-

rischer Cortices ist die Etablierung kausaler Zusammenhinge zwischen struktu-



rellen und funktionellen corticalen Eigenschaften, sowie spezifischen Aspekten der
Wahrnehmung (Friston), 2005). Hinsichtlich Struktur und Funktion wird der sen-
sorische Cortex klassischerweise als Informations-Verarbeitungseinheit aufgefasst,
welcher Bottom-up-Eingénge erhilt, lokale Prozessierungen, charakterisiert durch
rekurrente Exzitation und Inhibition, vollzieht und anschlieflend einen Feedforward-
Ausgang zu hoheren Bereichen generiert. Dieses Konzept spiegelt sich im loka-
len kanonischen corticalen Mikroschaltkreis wieder, welcher zunfchst von |[Hubel
& Wiesel (1974) vorgeschlagen und schliefilich weiter entwickelt wurde (sieche Ab-
schnitt 1.1.1; Szentagothai, 1975; Douglas & Martin, 2004)). Diese lokalen ,Ela-
borationseinheiten innerhalb einer Region sind eingebettet in globalere interarea-
le Netzwerke, deren Verbindungen zu anderen corticalen Kolumnen, anderen cor-
ticalen Arealen, sowie subcorticalen Strukturen klassischerweise als Feedforward-
und Feedback-Projektionen bezeichnet werden (Felleman & Van Essen, (1991} |Calla-
way, 2004)). Feedforward-Projektionen gelten grundlegend als direkt erregende Ver-
mittler, wihrend die Feedback-Einfliisse auf die Feedforward-Verarbeitung zumeist
als modulatorisch betrachtet werden (Callaway, 2004)). In diesem Zusammenhang
wurde auch gezeigt, dass corticofugale Feedback-Prozesse die sensorische Verarbei-
tung durch Modulation afferenter Eingénge optimieren (sieche Abschnitt King,
1997; Rauschecker, 1998; |Andolina et al., |2007) und verdinderte corticale Antwort-
Dynamiken erméglichen (Alitto & Usrey, 2003)). Diese bidirektionale Organisation
verdeutlicht, dass die lokalen Funktionen der corticalen Schaltkreise eingebunden
sind in globalere neuronale Dynamiken, welche durch wechselseitige Interaktionen
der verschiedenen Feedforward- und Feedback-Systeme entstehen. Die verschiedenen
Konfigurationen dieser corticalen Verkniipfungen erlauben vier Klassen von grund-
legenden corticalen Prozessen: Integration, parallele Verarbeitung, Distribution und
Wiedereinfithrung von Information iiber rekurrente Kreisldufe (Lamme & Roelfse-
may, [2000; Lamme et al.; 2002)). Die Rolle dieser Subprozesse bei der oben erléuterten
neuronalen Dichotomie zwischen externer und interner Représentation ist dabei je-

doch bislang nicht ausreichend verstanden.



1.1.1 Vertikale und horizontale kolumnare Organisation lokaler

corticaler Schaltkreise

Die anatomische Feinstruktur corticaler Netzwerke basiert prinzipiell auf einem ein-
heitlichen Organisationsprinzip und gilt demnach auch fiir primér sensorische Area-
le. Der Cortex besteht prinzipiell aus sechs Schichten, welche durch Zelldichte und
Zelltypen, sowie durch die Verschaltungen der Ein- und Ausgénge, voneinander un-
terschieden werden. Dabei zeigen sich einheitliche Prinzipien in der lokalen laminaren
Struktur, also der vertikalen, kolumnéren Organisation der kanonischen corticalen
Mikroarchitektur (Szentagothai, [1975; Douglas & Martin), [2004), sowie auch einheit-
liche Prinzipien der weitreichenderen Verkniipfung dieser corticalen Module durch
die horizontalen Verbindungen zwischen bestimmten Schichten (siehe Abbildung
[L.I). Diese vertikale und horizontale Organisation der einzelnen Schichten erlaubt
eine funktionelle Trennung: Dabei stellen die mittleren oder granuldren Schichten
I1I und vor allem IV die corticalen Eingangs-Schichten dar, in denen weitgehend die
direkten afferenten, subcorticalen Projektionen aus den sensorischen thalamischen
Kernen terminieren (Hackett, |2010). Die Anzahl thalamocorticaler Synapsen ist im
Vergleich zu den starken rekurrenten exzitatorischen und inhibitorischen intracorti-
calen Verbindungen sehr gering. Primére thalamocorticale Projektionen terminieren
auf exzitatorischen, sowie inhibitorischen Neuronen, machen jedoch nur etwa 10-20%
der Synapsen in den Eingangs-Schichten und unter 5% aller corticaler Synapsen in
priméren Feldern aus (Benshalom & Whitel 1986; |Ahmed et al., 1997; Douglas &
Martin, 2007).

Die oberen und unteren Schichten hingegen stellen die Haupt-Ausgangs-Schichten
dar, da von ihnen Projektionen auf corticale Nachbarkolumnen, auf héhere corticale
Areale, sowie zu subcorticalen Kernen ausgehen (Abbildung [1.1). In der vertikalen
Orientierung verlaufen zwischen allen Schichten und Zelltypen intrakolumnére Ver-
schaltungen, welche crosslaminare Prozessierungen erméglichen (Bannister, 20055
Atencio et al., [2009). Vor allem werden durch intrakolumnire exzitatorische rekur-

rente Mikroschaltkreise zwischen Neuronen in Schicht IV und II/III die schwachen
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Abbildung 1.1: Die funktionelle Organisation der kanonischen corticalen Mikroarchi-
tektur. Das Modell der kanonischen corticalen Kolumne besteht vereinfacht aus drei Neuronen-
populationen, welche alle miteinander interagieren: in supragranuldren und granulidren Schichten
liegen groflere und kleinere exzitatorische (glutamaterge) Pyramidalneurone (rot). Inhibitorische
(GABAerge) Interneurone (blau) finden sich in allen Schichten. Der lokale (intrakolumnére) corti-
cale Schaltkreis ist dabei charakterisiert durch schwachen thalamischen Eingang auf alle drei Zell-
typen, welcher am stérksten in granulidren Eingangs-Schichten (vor allem IV) terminiert. Weiterhin
sind die Zellpopulationen alle durch starke rekurrente Verschaltungen miteinander verbunden. In-
terkolumnére (horizontale) Projektionen zwischen corticalen Nachbarbereichen verlaufen grofiteils
in den oberen Ausgangs-Schichten (I/II). Pyramidalneuronen in den unteren Ausgangs-Schichten
(V/VI) projizieren zu hsheren corticalen (sekundiren) Feldern und senden corticofugale Feedback-
Verbindungen zu subcorticalen Kernen, inklusive dem Thalamus. Veréndert nach |Douglas & Martin|

und [Logothetis et al.| (2007).

afferenten Einginge selektiv und lokal amplifiziert (Douglas & Martin, 2004; Liu
2007), wobei dieser positive Feedback-Kreislauf unter direkter Kontrolle loka-
ler inhibitorischer Netzwerke steht (Douglas & Martin|, [2007; Wu et al., [2008). Ho-

rizontale Verbindungen ermoglichen Wechselwirkungen zwischen Kolumnen, wobei
direkte exzitatorische interkolumnére Verbindungen vornehmlich in den granuléren

Schichten ITI-IV und modulatorische Verbindungen schichtunspezifisch in den corti-

calen Nachbarbereichen terminieren (Felleman & Van Essen| 1991} |Callaway), [2004]).

Die Funktion der verschiedenen interkolumnéren Verbindungen ist jedoch bislang
noch nicht vollends verstanden. Zwar werden Stimulus-bezogene Antworteigenschaf-

ten weitgehend als Bottom-up-vermittelte Informationen angesehen, jedoch kénnen



interkolumnére Verbindungen modulatorischen Einflufl auf das corticale Abstimm-
verhalten selbst iiber weite corticale Areale haben (Metherate et al.l 2005; Moller
et al., 2010). Vor allem hinsichtlich der Verarbeitung komplexer Stimuli mit mul-
tiplen, konkurrierenden Eingéngen scheint die kompetitive corticale Prozessierung
auf weitreichenden intracorticalen Interaktionen zu basieren (Kurt et al., [2008; Mol-
ler et al., 2010). Horizontale Verbindungen kénnen des Weiteren unter Kontext-
spezifischen Bedingungen die Ausgangsstirke einzelner Bereiche selektiv iiber weite
corticale Bereiche hinweg modulieren (Adesnik & Scanziani, 2010; Atencio & Schrei-
ner, 2010) und somit mogliche verhaltensrelevante neuronale Auslese-Mechanismen
fiir lokale corticale Aktivierungen ermoglichen (Deliano et al., 2009). So reflektieren
corticale Ausgangsinformationen vielmehr die lokale Prozessierung und Integration
kompetitiver lokaler und weitreichender Wechselwirkungen, als einfache Bottom-up-
vermittelte Integration subcorticaler Eingénge. Letztendlich sind fiir die sensorische
Verarbeitung und anschlieBende perzeptuelle Auslese wechselseitige Interaktionen
zwischen den verschiedenen lokalen, intraarealen und weitreichenden Feedforward-
und Feedback-Verbindungen notwendig (Callawayl 2004; Sigman et al., 2005; (Gilbert
& Sigman, 2007)).

1.1.2 Feedforward- und Feedback-Prozessierung im

thalamocorticalen System

Die Feedforward- und Feedback-Verbindungen zwischen Strukturen hoherer und nie-
derer Rangfolge des sensorischen Informationsflusses sind meist rekurrent (Maunsell
& Newsome, 1987; [Felleman & Van Essen| [1991). Das Konzept der direkt erre-
genden Feedforward- und modulatorischen Feedback-Prozessierung wird dabei auch
im Zusammenhang mit corticothalamischen Projektions-Systemen diskutiert (Sher-
man & Guillery, 1998)). Anatomisch ldsst sich das zuriickfithren auf zwei distinkte
Verschaltungs-Prinzipien, welche Cortex und Thalamus verbinden. Einerseits exi-
stieren direkte rekurrente Projektionen zwischen Bereichen des sensorischen Cortex

und Thalamus mit gleichen Abstimmeigenschaften, welche entsprechend die lokalen



modulatorischen corticofugalen Feedback-Projektionen darstellen (Rouiller & Wel-
ker, 2000). Andererseits projizieren Verbindungen aus dem Cortex in multisensori-
sche und motorische Thalamuskerne, welche anschlielend in weitreichende corticale
Areale hoherer Ordnung verschaltet werden (Guillery & Sherman, 2002; Sherman
& Guillery, [2002), so dass diese entsprechend als transthalamische Feedforward-
Verbindungen zwischen corticalen Arealen anzusehen sind (Callaway|, [2004]).

Der lokalen corticothalamischen Feedback-Modulation kommen verschiedene Funk-
tionen bei der sensorischen Verarbeitung zu, welche grundlegend in zwei Kategorien
getrennt werden (Ubersicht in: |Alitto & Usrey, 2003; Briggs & Usrey, 2008). Die
erste Kategorie des Feedbacks stellt eine selektive Anpassung der lokalen Abstim-
meigenschaften spezifischer thalamischer Neuronenpopulationen durch weitgehend
exzitatorische Einfliisse auf Neurone mit iiberlappenden rezeptiven Feldern (Villa
et al., |1991; He et al., (1997, [2002; [Yu et al., |2004) und globalere inhibitorische Ein-
fliisse auf Neurone mit unterschiedlichen Abstimmeigenschaften dar (Suga & Ma,
2003; Suga, 2008; Briggs & Usrey, 2008). Diese Art der corticofugalen Feedback-
Modulation wurde zuerst im auditorischen System als ,, Adaptive Filter-Theorie* oder
,BEgozentrische Selektion“ beschrieben (Villa et al., 1991} |Suga et al., |1997; Zhang
et al., [1997) und findet sich auf thalamischer (Villa et al., [1991; Yu et al., 2004), wie
colliculdrer Ebene (Yan & Ehret} 2002; [Yan et al., 2005) und iiber sensorische Mo-
dulatéten hinweg (Alitto & Usrey, 2003). Die zweite Kategorie der corticothalami-
schen Feedback-Prozessierung umfasst verschiedene Mechanismen, welche die Trans-
mission sensorischer Informationen vom Thalamus zum Cortex selektiv verstirken.
Diese Funktion des Feedbacks wird vermittelt durch Erhéhen von Feuerwahrschein-
lichkeiten sperzifischer thalamischer Neurone (Andolina et al., 2007), Koordination
der Membranpotential-Schwankungen und der korrelierten Aktivitit corticaler und
thalamischer Neurone (Llinas et al., [1999; |Destexhel 2000; Steriade, 2006), sowie
durch Reduktion der zeitlichen Variation thalamocorticaler Transmission (He et al.,
1997; (Worgotter et al., 1998]). So werden hochfrequente Gamma-Oszillationen in
thalamocorticalen Kreislaufen lokal moduliert (Barth & MacDonald, [1996; Macdo-

nald et al.| |1998), was im Zusammenhang mit Aufmerksamkeitskontrolle (Destexhe,



2000) und corticaler synaptischer Kurzzeit-Potenzierung (Froemke et al., 2007) dis-
kutiert wird. Corticothalamische Feedback-Modulationen kdnnen afferente Eingénge
auf diese Weise Kontext-abhéngig modulieren (King, [1997; Rauschecker, [1998; (Gha-
zanfar et al.| 2001; Andolina et al.| 2007)) und erlauben so eine Adaption sensorischer
Verarbeitung in Abhéngigkeit des Verhaltenskontextes (Nicolelis & Fanselow] 2002;
McAlonan et al.; 2008) durch Verinderung corticaler Antwort-Dynamiken (Alitto &
Usrey,, 2003) und plastische Anderungen corticaler rezeptiver Felder (Suga & Mal,
2003; |Suga,, [2008).

Bislang wurden diesen lokalen corticofugalen Feedback-Verbindungen weitgehend
modulatorischer Einfluss auf thalamischer Ebene zugesprochen (Sugal 2008; Briggs
& Usrey, |2008)). Dennoch existieren vor allem im auditorischen System fundierte
anatomische Hinweise, dass corticothalamische Feedback-Projektionen aus Schicht
V im lemniskalen, also direkten sensorischen Teil des Thalamus, dem ventralen Me-
dialen Geniculatum (vMGB), terminieren (Ojimal 1994; [He et al., [2002)), welche
aufgrund ihrer synaptischen Feinstruktur eine direkte exzitatorische Transmission
erlauben (Rouiller & Durif, 2004; Winer et al.l 2005). Weiterhin mehren sich auch
elektrophysiologische Befunde, welche direkte exzitatorische Wechselwirkungen zwi-
schen topographisch eng verbundenen corticalen und thalamischen Bereichen be-
schreiben (He et al., 2002; [Yu et al., 2004; [West et al., [2006; Briggs & Usrey), |2008).
Auf rein theoretischer Ebene wurde argumentiert, dass im Falle direkter erregen-
der Feedback-Einfliisse das Risiko unkontrollierter corticaler Oszillationen durch re-
kurrente Exzitation bestiinde (Crick & Kochl [1995)). Dennoch ist bislang unklar,
ob solche direkten exzitatorischen und lokalen corticothalamischen Schleifen ausge-
schlossen werden konnen (West et al., 2006; Cappe et al., [2009; Zhou et al., 2010)),
oder welche méglchen Funktionen diese bei der dynamischen Regulation der corti-
cothalamischen Interaktionen iibernehmen konnten.

Aus dem hier skizzierten Bild resultiert, dass die lokalen corticalen Module eingebun-
den sind in lokale, intraareale, sowie weitreichende verschiedene Feedforward- und
Feedback-Netzwerke, so dass die lokale corticale Prozessierung zum einen als direk-

ter Vermittler akkurater Stimulus-bezogener Informationen oder globaler, Kontext-



abhéngiger Modulationen fungieren kann (Logothetis, 2008)). In diesem Zusammen-
hang bleibt dennoch offen, wie auf mechanistischer Ebene die Bottom-up- und Top-
down-Prozesse im priméren sensorischen Cortex voneinander separiert werden, was
als ,Dualitéitsproblem primérer sensorischer Cortices* formuliert wurde (Scheich
et al., 2006). Fiir die Untersuchung dieser Fragestellung bietet das auditorische tha-
lamocorticale System aufgrund seiner gut erforschten funktionellen Organisation ein

ideales Modell.

1.1.3 Das auditorische thalamocorticale System der

Mongolischen Wiistenrennmaus als Modellsystem

Wie bereits erwéhnt, erhalten primére sensorische Areale im Cortex topographisch
organisierte Eingénge aus subcorticalen Kerngebieten, als Resultat der biophysikali-
schen Gegebenheiten des Signaltransduktionsprozesses und der nachfolgenden neu-
ronalen Verarbeitungen (Toga & Thompson, 2001} (Chklovskii & Koulakov, 2004)).
Im Falle des auditorischen Systems ist der Spektralgehalt akustischer Signale ein
solcher Parameter (Ehretl 1997; Schreiner & Winer, 2007). Das daraus resultieren-
de konservative Organisationsprinzip der Tonotopie findet sich auf allen Ebenen
der auditorischen Verarbeitung und reflektiert die Ortskodierung verschiedener Fre-
quenzkanile von der Ebene der Cochlea bis hin zum priméren auditorischen Cortex
(AT, Merzenich et al. [1975; [Scheich et al., [1993; Thomas et al., [1993; Budinger &
Scheich| 2009). Die Topologie dieser Bottom-up-vermittelten Représentation auf cor-
ticaler Ebene wird bestimmt durch einen tonotopen Gradienten, in welchem Neuro-
ne, entsprechend ihrer héchsten Sensitivitit (,Charakteristische Frequenz*; CF) oder
hochsten Entladungsrate (,,Bestfrequenz®; BF) auf systematisch variierte Reinton-
stimulation reagieren. Am Beispiel der Mongolischen Wiistenrennmaus (Meriones
unguiculatus) zeigt sich dies anhand einer rostrocaudalen Ausrichtung absteigender
Bestfrequenzen im Feld AT (siehe Abbildung 1.2B, aus: Budinger & Scheich| 2009).
In orthogonaler Ausrichtung zum tonotopen Gradienten liegen entsprechend Neu-

rone, welche ndherungsweise dhnliche Frequenzpréferenzen besitzen, weshalb man
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Abbildung 1.2: Funktionelle Organisation des auditorischen Cortex der Mongolischen
Wi iistenrennmaus. A. Distinkte Bereiche des auditorischen Cortex (ACx) erhalten separierte affe-
rente Eingiinge, welche entlang der Horbahn die tonotop organisierte Ordnung spektraler Einginge
beibehalten (Tonotopie). B. Diese Bereiche charakterisieren die Isofrequenzkolumnen der priméren
und sekundiren Areale des auditorischen Cortex: So zeigen sich Felder mit rostrocaudalem Fre-
quenzgradient (AI) oder spiegelverkehrtem (AAF, VP), sowie zirkulidren (DP) oder breitbandigen
Gradienten. C. Durch Injektion entsprechender axonal transportiert Fluoreszenz-Farbsotffe (hier
FD und TMRD) kénnen diese topologischen Verbindungen entlang des gesamten Horsystems kar-
tiert werden. D. Aufsicht auf die rechte Seite des Gehirns der Mongolischen Wiistenrennmaus.
Auf dem Gehirn ist die Lage des auditorischen Cortex skizziert, was die charakteristische Lage
relativ zum Aderbild verdeutlicht. Modifiziert nach [Scheich et al.| (1993); Thomas et al. (1993);
Budinger & Scheich| (2009). AAF - anteriores, auditorisches Feld, DP - dorsoposteriores Feld, VP -
ventroposterioes Feld, If - low frequency, hf - high frequency. Weitere Abkiirzungen siehe Text und
Abkiirzungsverzeichnis.

diese als sogenannte Isofrequenzkolumnen zusammenfasst (siehe Abbildung B,
1997). Anatomisch korreliert diese Gliederung mit gemeinsamen dominan-
ten subcorticalen Eingédngen sowie mit stidrkeren intracorticalen Verbindungen, im

Vergleich zu Nachbarkolumnen (Budinger et al., 2000ab} [Schreiner & Winer| 2007)).
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Die systematische Bottom-up-Reprisentation spektraler Relationen entlang der Iso-
frequenzkonturen in AT erlaubt dariiber hinaus spektrale Integrationsprozesse bei der
corticalen Prozessierung komplexer akustischer Reize, wie beispielsweise Sprachlaute
(Ohl & Scheich, [1997b) oder Spezies-spezifischer Kommunikationslaute, welche eine
fundamentale Rolle bei der Wahrnehmung, z.B. der Gruppierung spektraler Forman-
ten zu einem Horeindruck, spielen (Ehret & Rieckel 2002; (Geissler & Ehret), 2002).
Dennoch zeigt die hohe funktionelle Diversitét einzelner Neurone innerhalb einer Iso-
frequenzkolumne auf bestimmte spektrale, wie zeitliche akustische Parameter, dass
das analytische Potential corticaler Neurone nicht allein durch die afferenten Ein-
giange bestimmt wird (Ohl & Scheich| [1997a; Schreiner, [1998; [Schulze et al., 2002).
Der primére auditorische Cortex ist involviert und notwendig fiir die Lokalisation
von Schallquellen (Bajo et al., 2010)), die Diskrimination von frequenzmodulierten
oder amplitudenmodulierten Tonen (Ohl et al.; [1999; Deutscher et al.l 2006), sowie
fiir die Auswertung Spezies-spezifischer Vokalisationen im Verhaltenskontext, audi-
torischem Lernen und Gedéchtnisbildung (Ohl et al., 2001; |Weinberger, 2004; Ohl &
Scheich|, [2005; Eliades & Wang, 2008), was seine integrative Rolle bei der Verarbei-
tung afferenter und hoherer, kognitiver Informationen unterstreicht (Scheich et al.
2006, |2007).

Doch wie konkret die Konvergenz der subcortical vermittelten, vornehmlich Stimulus-
bezogenen Eingidnge und der weitreichenden intracorticalen Interaktionen auf Ebene
der corticalen Mikroarchitektur vonstatten geht, ist bislang nur in wenigen Beispie-
len untersucht (Kaur et al.| [2005; Lakatos et al., [2007). Dabei bleibt die zentrale
Frage, welche Rolle thalmocorticale Fingidnge und intracorticale Wechselwirkungen
fiir die Reprisentation physikalischer Stimulusparameter spielen (Miller et al., 2002;
Kaur et al., 2004). Die Untersuchung dieser Frage verlangt eine Erweiterung des
funktionell-anatomischen Modells der Frequenzintegration im auditorischen thala-

mocorticalen System (Metherate et al.l 2005; [Winer et al., [2005).
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1.1.4 Spektrale Integration als Modell thalamocorticaler

Interaktionen

Neurone im priméren auditorischen Cortex Al erhalten Eingéinge, welche entweder
thalamocorticalen Ursprungs sein konnen oder von anderen intracorticalen Neuro-
nen stammen. Beide Eingangssysteme konnen unterschiedliche Anteile der spektra-
len Struktur akustischer Stimuli an bestimmten Bereichen innerhalb des tonotopen
Gradienten représentieren (Schreiner et al., [2000; Kadia & Wang, 2003; Metherate
et al., 2005; |Liu et al.; 2007). Auf diese Weise kdnnen Informationen aus unterschied-
lichen Bereichen des Signalspektrums miteinander integriert werden, was als spek-
trale Integration bezeichnet wird. Dieser Prozess wird als wichtiger Bestandteil der
Prozessierung und Perzeption spektrotemporal komplexer Reize, wie beispielsweise
Sprache, angesehen (Schreiner et all |2000; Geissler & Ehret| [2002; Metherate et al.
2005). Elektrophysiologische Studien haben hierbei die Integrationen iiberschwelli-
ger Eingéinge auf Aktionspotential-Ebene (Ohl & Scheich, 1997a; [Schreiner et al.
2000; Miller et al., |2001c; |[Kadia & Wang, 2003)) oder unterschwellige Modulationen
durch intrazellulire (Wehr & Zadorl 2003; Liu et al., 2007; [Wu et al.l |2008) oder
Feldpotential-Ableitungen (Kaur et al.. 2004, 2005; Metherate et al., 2005) unter-
sucht. Als Gemeinsamkeit konnten diese Studien feststellen, dass die hoch aufgeloste,
tonotope Représentation spektraler Informationen (Bitterman et al., 2008) nicht auf
einer reinen Boltom-up-vermittelten stringenten Punkt-zu-Punkt-Verbindung thala-
mocorticaler Projektionen basiert (Miller et al. 2001c; Edelinel 2003; [Winer et al.
2005), sondern durch verschiedene lokale und weitreichende Interaktionen innerhalb
des corticalen Netzwerkes beeinflusst wird (Metherate et al. 2005; Liu et al., 2007}
Bandyopadhyay et al., 2010; [Rothschild et al., 2010). Das Ausmaf} der spektralen
Integration von Neuronen in Al ist dabei kein statischer Zustand, sondern kann
mit dem Vigilanzstatus variieren (Edeline et al., 2001)), unterliegt lernabhidngigen
Anderungen (Ohl & Scheich| 19972, 2005; Weinberger, 2004) und kann durch neu-
romodulatorische Systeme beeinflusst werden (Edeline, 2003).

In zwei der zuvor genannten Arbeiten (Kaur et al., 2004} [Liu et al. 2007) wurden
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Abbildung 1.3: Spektrale Integration als Modellmechanismus fiir lokale und weit-
reichende corticale Verabreitung. Die Mikroarchitektur des prim#ren auditorischen Cortex
(AI) bestimmt die Beitriige thalamocorticaler und intracorticaler Eingéinge zur initialen cortica-
len Antwort. Lokal werden die sensorischen Eingénge thalamocorticaler Projektionen (blau) durch
intrakolumniére, rekurrente exzitatorische Mikrokreisldufe (griin) amplifiziert (Liu et all [2007).
Weitreichende intracorticale Projektionen (orange) hingegen erweitern die unterschwellige spektra-
le Antwortbandbreite corticaler Bereiche iiber die direkten afferente spektralen Eingfinge hinaus
(Kaur et all |2004). Wie diese beiden Eingangssysteme im Nah-BF-Bereich interagieren ist bislang
unklar. Veréndert nach Metherate et al.| (2005).

pharmakologische Techniken verwendet (siehe Abschnitt [1.2.1)), die durch Inhibition
corticaler Verarbeitung eine Separierung thalamocorticaler Beitrige zur spektralen
Integration erlauben. Kaur et al.| (2004)) konnten zeigen, dass weitreichende horizon-
tale Verbindungen das Abstimmverhalten corticaler Regionen auf spektrale Berei-
che ausdehnen, welche keine direkten afferenten Informationen dieser sogenannten
Nicht-Bestfrequenzen (Nicht-BF) erhalten. Solche interkolumnéren Wechselwirkun-
gen haben vor allem modulatorische Einfliisse auf das spektrale Abstimmverhalten
unterschwelliger Antworten (siehe orange Pfeile in Abbildung 1.3, |[Kadia & Wang]
2003; Metherate et al., 2005; Kurt et al., [2008). Liu et al. (2007) haben hingegen
einen Mechanismus beschrieben, bei welchem afferente Eingénge intrakolumnére re-
kurrente Verstéirkerschaltkreise (nach Douglas & Martin|, [2004) rekrutieren und so
durch die lokale Amplifizierung iiberschwelliger Antworten (bei BF-Stimulation) das
corticale Abstimmverhalten verschérfen (siehe griine Pfeile in Abbildung[L.3)). In bei-

den Studien wurden allerdings vornehmlich die Beitrdge der lokalen afferenten oder
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der weitreichenden intracorticalen Projektionen zur spektralen Integration auf cor-
ticaler Ebene untersucht. Wie jedoch eine prizise Integration der afferenten und
intrinsischen, interkolumniren Einginge im Nah-BF-Bereich, wo die Uberlappung
spektraler Eingéinge aus beiden Systemen am stérksten ist, vonstatten geht (siehe

Abbildung[I.3), ist bislang Gegenstand von Spekulationen (Metherate et al. 2003)).

1.2 Methodische Ansatze zur Examination corticaler
Funktionen

Ein zentrales Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, corticale Funktionen mit den raum-
zeitlichen Aktivierungsmustern der intrinsischen corticalen Mikroarchitektur zu kor-
relieren. Dabei werden diese Muster durch den ,Operationsradius” der beteiligten
Eingangssysteme generiert (wie am Beispiel der spektralen Integration gezeigt), wel-
che entsprechend auch die zeitliche Entwicklung der Muster bedingen. Um ein Ver-
stdndnis dieser hoch komplexen raumzeitlichen corticalen Aktivierung zu erlangen,
bietet die sogenannte Strom-Quellen-Dichte Analyse (engl. current-source-density,
CSD) eine ideale Moglichkeit (zur Einfilhrung siehe Abschnitt [2.4.2).

Die grundlegende Idee der vorliegenden Arbeit ist es, in elektrophysiologischen Ver-
fahren, in Kombination mit corticaler Deaktivierung, die relativen Beitridge der tha-
lamocorticalen Eingénge und der intracorticalen vertikalen, wie lateralen Mikro-
schaltkreise zur Stimulus-bezogenen Représentation im Cortex methodisch vonein-
ander zu separieren und so die zu Grunde liegenden funktionellen neuronalen Archi-
tekturen der Interaktion zu identifizieren (Abschnitt [1.2.1]). Durch Verhaltensexpe-
rimente sollen schliefflich die neuronalen Dynamiken innerhalb dieser Architekturen,
im Verhaltenskontext beschreibbar werden. Hierzu werden verschiedene Subsysteme
unterschiedlicher Prozessierungshierarchien durch kontrollierte elektrische Mikrosti-
mulation selektiv angeregt (Abschnitt[1.2.2). Im Folgenden sollen die in dieser Arbeit

verwendeten methodischen Anséitze genauer vorgestellt werden.
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1.2.1 Corticale Deaktivierung: Pharmakologische Trennung

thalamocorticaler und intracorticaler Interaktionen

Die Beitrige verschiedener auf corticaler Ebene konvergierender Subsysteme kon-
nen durch selektive pharmakologische Manipulation der intracorticalen Verarbeitung
zum Teil dissoziiert werden. Um, wie hier erwiinscht, die Beitrdge thalamocortica-
ler Eingénge von denen inracorticaler zu separieren und zu charakterisieren, werden
inhibitorische Pharmaka, welche nach ausreichender Diffusion im corticalen Gewebe
die intracorticale Verarbeitung iiber alle Schichten hinweg blockieren, topisch auf
den Cortex appliziert (Edeline et all 2002). Zur akuten und reversiblen pharmako-
logischen Blockade der gesamten intracorticalen Verarbeitung in Al wurde in die-
ser Arbeit der nicht-kompetitive GABA 4-Agonist Muscimol als potenter neuronaler
Inhibitor verwendet. Muscimol ist ein Isoxazol aus dem Fliegenpilz (Amanita mus-
caria) und hat eine &hnliche chemische Struktur wie y-Aminobuttersiure (GABA).
Das Prinzip basiert auf der Grundlage, dass eine experimentell erzeugte Hyperpola-
risation neuronaler Populationen verhindert, dass die Neuronen eigene Aktionspo-
tentiale generieren und so die gesamte intrinsische Verarbeitung ausgeschaltet wird.
Die axonale Leitfahigkeit wird hingegen nicht beeintrichtigt (Martin & Ghez, 1999}
Edeline et al., 2002)). Demnach sollten postsynaptische Eingéinge aus unbeeinflus-
sten Gebieten, wie den sensorischen Kernen des Thalamus, weiterhin zu einer rela-
tiven Depolarisation der hyperpolarisierten Zellen fiithren (McCormick et al., 2003).
Durch die hier genutzte CSD-Analyse sollten die bestehenden postsynaptischen Ak-
tivierungen detektiert werden (siehe Abschnitt 2.4.2), so dass die unbeeinflussten
thalamocorticalen Projektionen und ihre Terminationsorte in den corticalen Schich-
ten nachgewiesen werden kénnen. Somit kénnen anhand der CSD-Analyse genauere
Aussagen tiber die Projektionsgebiete thalamocorticaler Eingéinge getroffen und die
oben aufgeworfene Frage der moglichen Interaktion mit intracorticalen Prozessen
untersucht werden. Die methodischen Details zur corticalen Deaktivierung werden

im Methodenteil in Abschnitt vorgestellt.
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1.2.2 Funktionelle Elektrostimulation: Korrelation von corticalen

Erregungsmustern und Perzeption

Die Stimulation corticalen Gewebes durch elektrische Pulse hat eine lange Tradi-
tion in der Grundlagen- und klinisch motivierten, angewandten Forschung (Ohl &
Scheich|, 2007) und wird bis heute verwendet, um kausale Zusammenhénge zwischen
perzeptuellen Effekten und neuronalen Aktivitdten im Cortex zu etablieren (Cohen
& Newsome, 2004). Die Frage, in wieweit sich Perzeption durch elektrische Stimula-
tion artifiziell auslosen lisst, geht dabei bis in die Zeit zuriick, wo die tragende Rol-
le elektrischer Erregung im Nervensystem generell entdeckt wurde (Galvani, |1791}
DuBois-Raymond, [1849)). Schon 1755 wurden Versuche unternommen, durch elek-
trische Stimulation der Oberfliche des Cortex bei blinden Patienten Seheindriicke
hervorzurufen (LeRoyl [1755). Corticale Mikrostimulation war damit eines der ersten
Verfahren der Neurowissenschaften, welches ermdoglichte, eine Beziehung zwischen
der corticalen Physiologie und der Wahrnehmung herzustellen.

Neuere Arbeiten zeigen sehr deutlich, dass durch fokale elektrische Stimulation di-
stinkte perzeptuelle Effekte ausgelost werden kénnen (Tehovnik et al., 2005b)), wobei
die spezifischsten Erregungen durch intracorticale Mikrostimulation (ICMS) evoziert
werden (Schmidt et al), 1996). Traditionell wurde durch die elektrische Reizung
spezifischer Bereiche im sensorischen Cortex versucht, entsprechend der topogra-
phischen Reprisentationen, lokalisierte Kontrolle iiber die evozierten Perzepte zu
erlangen (Romo et al., [1998; Bartlett et al., 2005, Otto et al., 2005). Um verloren
gegangene sensorische Informationen auf klinischer Ebene, im Sinne corticaler Neu-
roprothesen, zu substituieren, ist dieser unidirektionale Kodierungs-Ansatz jedoch
bislang gescheitert (Troyk et al.l |2003). Offensichtlich missachtet dieser unidirektio-
nale, rein corticale Ansatz die bidirektionale Organisation der rekurrenten Wechsel-
wirkungen zwischen den verschiedenen lokalen und weitreichenden corticalen und
subcorticalen Netzwerken (Deliano et al. 2009; Masse & Cook| [2010). Weiterhin
sind die evozierten perzeptuellen Effekte stark von der corticalen Tiefe der Stimu-

lation abhingig. Infragranulire Schichten im Cortex scheinen dabei die sensitivste
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Region zur elektrischen Evozierung von Perzepten zu bieten (Tehovnik et al.l [2005a;
Tehovnik & Slocum) 2009)), was die Hypothese der direkten Erregung corticofugaler
Verbindungen und méglicher rekurrenter Feedback-Schleifen aufwarf (DeYoe et al.)
2005). Ein Hindernis, um kausale Zusammenhénge zwischen sensorischer, corticaler
Aktivitdt und Perzeption aufzudecken, sind die bislang ungeklérten funktionellen
corticalen Mikroschaltkreise, welche der Generierung elektrisch evozierter Perzepte
unterliegen (DeYoe et al., [2005; Histed et al., [2009).

Die beiden zuvor genannten Projektionssysteme, intracorticale Feedforward- und
corticofugale Feedback-Pfade, gehen dabei von dem gleichen neuronalen Substrat
aus, namlich der intracorticalen Mikroarchitektur. Hinsichtlich der schichtspezifi-
schen vertikalen und horizontalen Organisation verschiedener corticaler Projekti-
onssysteme (Abschnitt wére es zunédchst interessant, ob sich die Aktivierung
beider Subsysteme tatséichlich durch schichtspezifische ICMS voneinander separie-
ren lésst. Des Weiteren lieflen sich Riickschliisse auf die funktionellen Schaltkreise
ziehen, auf welchen die elektrische Evozierung von Perzepten beruht. Daraus lieflen
sich schlussendlich generelle Aussagen zur perzeptuellen Relevanz von Feedforward-

und Feedback-Prozessierungen auf primérer corticaler Ebene treffen.

1.3 Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist es, raumzeitliche Aktivierungsmuster der corticalen Mirko-
architektur in prim#ren sensorischen Arealen des Cortex zu beschreiben und daraus
funktionelle Mechanismen der Représentation physikalischer Stimulusparameter, so-
wie neuronale Dynamiken wéihrend der Generierung spezifischer lernabhingiger und
perzeptuell relevanter corticaler Aktivierung zu abzuleiten. Im Zentrum steht da-
bei die Charakterisierung der funktionellen Mikroarchitektur der priméiren sensori-
schen corticalen Netzwerke, welche die Konvergenz afferenter Bottom-up-Eingénge,
lokaler intrakolumnérer Prozessierungen, sowie interkolumnérer Interaktionen und
Feedback-Modulationen afferenter Eingénge iiber lokale corticofugale Schaltkreise er-

moglicht. Die Integration dieser Subsysteme generiert dabei die raumzeitlichen Ak-
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tivierungsmustern des sensorischen Cortex. Obgleich diesen Subsystemen verschie-
dene Funktionen zugeschrieben wurden, sind deren spezifische Funktionen fiir die
Repréasentation physikalischer Stimulusparameter und ihre Rolle bei der Wahrneh-
mung immer noch Gegenstand kontroverser Diskussionen. Durch die Vielféltigkeit
der modernen Verfahren der in vivo-Elektrophysiologie kénnen solche Fragen auf ver-
schiedenen Observationsebenen addressiert werden. Die vorliegende Arbeit gliedert

sich dazu in drei Teile:

1. Im ersten Teil soll die corticale Bottom-up-Reprisentation physikalischer Reiz-
parameter auf der Ebene der funktionellen Mikroarchitektur thalamocortica-
ler und intracorticaler Projektionssysteme untersucht werden. Dazu soll die
Aktivierung beider Systeme im auditorischen Cortex von Mongolischen Wii-
stenrennméusen nach Reinton-Stimulation durch eine pharmakologische cor-
ticale Deaktivierung separiert und anhand laminarer Strom-Quellen-Dichte-
Verteilungen ihre Interaktionen auf funktionell-anatomischer Ebene untersucht
werden. So sollen Riickschliisse auf die rdumliche und zeitliche Organisation
der Beitrige beider Systeme, also die Verteilung synaptischer Populationen auf
den Dendritenbdumen der Pyramidalneuronen, zur Repréisentation des Stimu-
lusspektrums gewonnen werden. Die zentrale Frage dabei ist, ob die Arbeitstei-
lung beider Systeme, wie sie die lokalen, beziechungsweise weitreichenden Pro-
zessierungen vorschlagen, auch in den Ubergangsbereichen aufrecht erhalten
werden kann, wo die spektralen Eingénge aus beiden Systemen am stérksten

tiberlappen (Nah-BF-Bereich).

2. Im zweiten Teil sollen die zuvor identifizierten verschiedenen thalamocorticalen
und intracorticalen Subsysteme durch intracorticale Mikrostimulation (ICMS)
in den verschiedenen Schichten des Cortex selektiv angeregt werden. Durch
Kombination mit den methodischen Ansétzen aus dem ersten Teil konnen
eventuelle Beitrige direkt angeregter rekurrenter exzitatorischer subcorticaler
Feedback-Schleifen detektiert werden, deren Existenz bislang noch strittig ist.

Letztendlich sollen TCMS-Protokolle entwickelt werden, welche préferenziell
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weitreichende intracorticale Feedforward-Aktivierungen oder lokale rekurren-
te corticothalamische Feedback-Aktivierungen anregen. Dazu werden die elek-
trisch evozierten Aktivierungen der lokalen (intrakolumniren), wie distalen
(interkolumnéren) corticalen Netzwerke nach schichtspezifischer ICMS unter-

sucht.

. Im letzten Abschnitt sollen die zuvor entwickelten Stimulationsstrategien zur
differenziellen Rekrutierung der Feedforward- oder Feedback-Projektionen cor-
ticaler Netzwerke in einem parallelen Vehaltensexperiment (Detektionskon-
text) als konditionierte Stimuli genutzt werden. Anhand der psychometrischen
Analyse der Detektionsleistung konnen so unterschiedliche Beitrige der ver-
schiedenen neuronalen Schaltkreise zur Generierung von Perzepten untersucht
werden. Im Fokus steht dabei die Frage, ob perzeptuelle Effekte der Mikrosti-
mulation praferenziell auf der Aktivierung von Feedforward-Prozessierungen
basieren (im Sinne des klassischen Kodierungs-Ansatzes), oder ob diese durch
die Rekrutierung corticothalamischer Feedback-Interaktionen prézisiert werden

konnen.

. Durch die hier vorgeschlagenen Experimente lieflen sich, neben den oben darge-
stellten grundlegenden drei Fragestellungen iiber corticale Funktionsprinzipi-
en, auch mogliche anwendungsorientierte Technologietransfers im Bereich der
Medizintechnik diskutieren. Direkte corticale Mikrostimulation ist in der kli-
nischen Anwendung bislang nur wenig verbreitet, jedoch werden einige Impli-
kationen diskutiert: beispielsweise bei der Entwicklung von sensorischen Cort-
exprothesen oder als therapeutische Mafinahme zur Behandlung von thala-
mocorticalen Dysrhythmien, welche bei verschiedenen neurologischen Krank-
heitsbildern eine Rolle zu spielen scheinen (z.B. Epilepsie, Morbus Parkinson,
Tinnitus, etc.). Die Ergebnisse dieser Arbeit haben direkte Implikationen fiir
die kausalen Zusammenhdnge der elektrisch evozierten neuronalen Mechanis-

men und moglicher therapeutischer Wirkweisen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsdesign

Die zuvor genannten Fragestellungen der Arbeit sollten methodisch durch einen
dreigliedrigen Experimentalansatz aus elektrophysiologischen und Verhaltensexperi-
menten untersucht werden. Fiir die elektrophysiologischen in-vivo-Versuche am pri-
méren auditorischen Cortex der Mongolischen Wiistenrennmaus wurden zunéchst
Ableitungen elektrischer Feldpotentiale mit laminarer Auflésung und deren Uberfiih-
rung in Strom-Quellen-Dichte-Profile in der akuten und narkotisierten Préparation
unternommen. Die pharmakologische Beeinflussung der intracorticalen Informati-
onsverarbeitung sollte es erlauben, thalamische und intracorticale Generatoren der
Strom-Quellen-Dichten voneinander zu unterscheiden. In einem zweiten Teil wurde
versucht, durch intracorticale Mikrostimulation die verschiedenen Subsysteme der in-
tracorticalen Mikroarchitektur selektiv anzuregen. Die gewonnenen Ergebnisse soll-
ten schliefflich ausgenutzt werden, um in einem Detektions-Verhaltensparadigma die
unterschiedlichen Beitriage der verschiedenen Subsysteme zur Generierung von per-
zeptueller Wahrnehmung zu untersuchen. Die verschiedenen methodischen Ansétze

werden im Folgenden detailliert vorgestellt.
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2.2 Design der Elektroden fiir Ableitung und

Stimulation

2.2.1 MabBfertigung von Multikanal-Schaftelektroden

Zur elektrophysiologischen Charakterisierung corticaler Netzwerke mit der hier ver-
wendeten laminaren Strom-Quellen-Dichte-Analyse (CSD-Analyse; siehe Abschnitt
[2.4.2)), bedarf es der parallelen Ableitung von lokalen Feldpotentialen (LFP) iiber alle
Schichten des Cortex hinweg. Hierzu wurde eine sogenannte Multikanal-Schaftelek-
trode eigens in unserer Arbeitsgruppe entwickelt. Die Elektroden wurden auf der
Grundlage eines Protokolls von |Jellema & Weijnen| (1991) gebaut und weiterent-
wickelt. Die Priifung eines Deutschen Gebrauchsmuster-Schutzes wurde beantragt!.
Der Bau der Elektrode setzt sich aus drei Teilschritten zusammen. Im ersten Schritt
wurden in einen etwa 2 cm langen Teflonschlauch (Innendurchmesser 300 pm, Rei-
chelt Chemietechnik GmbH) mit Hilfe einer stereotaktisch gefithrten Wolfram-Elek-
trode (TM31A10, World Precision Instruments) unter mikroskopischer Kontrolle
Locher mit einem Durchmesser von etwa 30 pum in einem Abstand von 60-75 pm
gestanzt (Abbildung 2.1]A). In diese wurden schlieBlich Teflon-isolierte Stahldrihte
(Drahtdurchmesser 25 uym, FHC Inc.) eingefiihrt, welche am anderen Ende mit ei-
ner Quetschverbindung (Molex Holding) versehen waren. Danach wurde der Teflon-
schlauch mit einem durch Hitze aushiirtenden Epoxidharz (INDUSTRIA M. Ober-
linder Ingenieurgesellschaft mbH Co. KG) gefiillt und bei 140-170°C fiir mindestens
4 Stunden ausgehértet. Anschliefend wurden die Stift-Enden der Drihte anhand
einer Farbmarkierung in die Steckergehduse (Molex Holding, Rastermafi 1.25 mm)
geschoben. Der Teflonschlauch wurde nun vorsichtig von dem Epoxidharz entfernt
und das Steckergehduse und die in Epoxidharz vergossenen Stahldrdhte mit Zahn-
zement (Paladur, Heraeus Kulzer) vergossen. Durch Anbringen eines Blumendraht-
Biigels wurde die spitere Handhabung mit Mikromanipulatoren ermoglicht (Abbil-
dung[2.1B). Zuletzt wurden die aus dem Epoxidharz iiberstehenden Teile der Drihte

'Erfindungsmeldung vom 09.07.2010/21-00003
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A C 189 um 336 ym

Abbildung 2.1: Multikanal-Schaftelektrode. A. Perforierter Teflonschlauch als Matrix fiir li-
neare Anordnung der Drihte. B. Schematischer Aufbau der Elektrode C. Nahaufnahme des Schaf-
tes in 5-facher Vergroflerung. D. Die fertige Elektrode, in welcher der mit Epoxyd-Harz vergossene
Schaft mit Zahnzement (Paladur) und Knetmasse (Fimo) zusammengehalten wird.

entfernt und der Schaft der Multikanal-Elektrode abgeschliffen und angespitzt. Die
fertigen Multikanal-Schaftelektroden besaflen zwischen 20 und 28 Kanile in linearer
Anordnung (Inter-Kanalabstand zwischen 60 und 75 pm) und iiberspannten so etwa
1700 pm (Abbildung 2.1C). Fiir Feldpotentialableitungen ist eine stabile und még-
lichst geringe Impedanz der einzelnen Ableitelektroden wichtig. Die Widerstande
aller Elektroden wurden daher kontrolliert und lagen im Bereich unter 1 M{2. Die

durchschnittliche Kontaktfliche pro Kanal mit dem Gewebe betrug etwa 80 pm?.

2.2.2 Tiefen-Elektroden-Array fiir die intracorticale

Mikrostimulation

Bei der elektrischen Reizung des Cortex ist die Schicht, in welcher die Stréme appli-
ziert werden, entscheidender Parameter fiir die jeweils aktivierten neuronalen Popu-
lationen. In dieser Arbeit wurden aus diesem Grunde zwei unterschiedliche raumliche
Anordnungen der Stimulations-Arrays entwickelt. Um eine schichtspezifische Appli-
kation der elektrischen Stimuli zu ermdglichen, wurde ein vertikales Stimulations-

Array aus jeweils drei Drihten in kontrolliertem Abstand von 500 pm (zwischen
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Kanal 1 und 2), bzw. 600 um (zwischen Kanal 2 und 3) zusammengesetzt und durch
Zahnzement (Paladur, Heraeus Kulzer) fixiert (Abbildung 2.2A). Um eine Appli-
kation von Strémen in der gleichen corticalen Tiefe, aber {iber weite Bereiche des
auditorischen Cortex zu erlauben, wurde ein laterales Stimulations-Array verwendet,
bei welchem 5 Kanile mit jeweils 300 ym Abstand befestigt wurden. Beide Desi-
gns wurden aus Teflon-isolierten Stahldrihten (California Fine Wire Company) mit
einem Stahldurchmesser von 50 pm und einem Gesamtdurchmesser von 75 pym ge-
fertigt, welche jeweils mit Zahnzement (Paladur, Heraeus Kulzer) und Blumendraht
als Halterung vergossen wurden. Die Stiftenden der Drihte wurden ebenfalls in ein
Steckergehduse (Molex Holding GmbH, Rastermass 1.25 mm) geschoben.

Bei der chronischen Implantation (Abschnitt konnte die Elektrode komplett
auf dem Schédel vergossen werden und nach der Aushirtung des Zahnzementes der
Blumendraht mit einem Kabelschneider abgeknipst werden. Um eine ausreichende
Stromapplikation zu ermdéglichen, muss der Widerstand der Stimualtionsleketroden

unter 1 MS2 liegen. Dies wurde vor den Experimenten kontrolliert.

A Vertikales Stimulations-Array B Laterales Stimulations-Array

— T

— L Kanal 1 -
£
<3 Ei
[Tol 3
i 1 Kanal 2 o
S
€ (S
3 =
o
S i i
© i H
4 ! Kanal 3 = | I B O A |

Kanal 1 2 3 4

Abbildung 2.2: Design der Tiefen-Elektroden-Arrays fiir die intracorticale Mikrosti-
mulation. A. Vertikales Stimulations-Array bestehend aus drei Stimulationsdrihten mit definier-
ten Abstidnden zur Implantation in verschiedenen corticalen Schichten. B. Laterales Stimualtions-
Array zur Implantation von fiinf Kanilen in den unteren corticalen Schichten (Tiefe: 1200 pm).
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2.3 Chirurgische Praparation der Versuchstiere

Die chirurgische Vorbereitung der Tiere war fiir die akuten elektrophysiologischen,
wie chronischen Implantationen weitgehend identisch. Die Tiere wurden zunéchst
initial durch 4-miniitige Begasung mit 4% Halothan (Sigma Aldrich Chemie GmbH)
narkotisiert und anschlieBend iiber eine intraperitoneale Injektion von 0.2 ml ei-
nes Narkosegemisches bestehend aus 45% Ketamin-Hydrochlorid-Losung (50 mg/ml,
ratiopharm GmbH), 5% Rompun (2%, Bayer Vital GmbH), sowie 50% einer 0,9%
NaCl-Losung (B. Braun AG) auf eine Injektionsnarkose umgesetzt. Die Narkosetiefe
wurde durch Applikation von 0.02-0.04 ml des Narkosegemisches in Abstéinden von
ca. 20 min aufrechterhalten und anhand der Atmung und des Riickzieh-Reflexes der
Hinterpfote kontrolliert. Entlang der Achse der Sutura interparietoparietalis wurde
vom dorso-rostralen Ansatz der Halsmuskeln bis ca. 1 cm rostral von Bregma die
Kopthaut inszisiert und diese von Fettresten und Knochenhaut befreit. Der obere
Teil des Musculus temporalis wurde von ca. 0.5 mm rostral der Sutura frontoparie-
talis bis zur Sutura mediana und ventral bis iiber den Temporalknochen abgetrennt.
Anschliefend wurde eine nierenférmige Trepanation des Temporalknochens durch-
gefiihrt. So wurde der gesamte Bereich des priméren auditorischen Cortex freigelegt
(siche Abbildung [1.2D). Kontralateral wurde eine Referenzelektrode (Amphenol-
Stecker, Wallingford) mit oberflichigem Kontakt zur Dura mater befestigt und zu-
sammen mit einem ca. 3 cm langen Aluminiumstab als Kopthalter durch Zahnzement
(Paladur, Heraeus Kulzer) auf dem Schidel vergossen.

Fiir die chronische Implantation der vertikalen Stimulations-Arrays wurde versucht,
die Trepanation iiber dem auditorischen Cortex so klein wie méglich zu halten. Nach
der Freilegung des Temporalknochens kann durch Bewéssern mit NaCl-Losung das
Vaskularisationsbild durch den Knochen hindurch begutachtet werden. So wurde
die Lokalisation des priméren auditorischen Feldes AT vorgenommen und ein kleines
Loch (Durchmesser etwa 400 pm) gebohrt, durch welches das Stimulations-Array
nach Anschneiden der Dura mater unter stereotaktischer Kontrolle implantiert wur-

de, so dass der oberste Kanal etwa 100 pm tief im Cortex lokalisiert war. Danach
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wurde das Stimulations-Array mit Zahnzement (Paladur, Heraeus Kulzer) auf dem
Schédelknochen fixiert. Nach einer postoperativen Ruhephase von 4-5 Tagen wurde
mit dem Verhaltensexperiment begonnen. Zuvor wurde die genaue Elektrodenposi-
tion innerhalb des tonotop organisierten Feldes mithilfe eines Reinton-Experimentes

kontrolliert.

2.4 Elektrophysiologische Untersuchungen

2.4.1 Elektrophysiologisches Multikanal-Ableitsystem

Die elektrophysiologischen Messungen wurden in einer akustisch und elektrisch ab-
geschirmten Kammer durchgefiihrt. Neuronale Aktivitdten wurden mit einem Multi-
Kanal-Ableitsystem aufgenommen (Multichannel Acquisition Processor, Plexon Inc.),
welches die gemessenen Potentiale 500-fach vorverstirkt, iiber einen Bandpafl zwi-
schen 3-170 Hz (3-dB cut-off-Frequenz) gefiltert und mit 2 kHz digitalisiert hat.
Nachtraglich wurden die Signale digital um den Faktor 20.000 verstérkt.

Die Tiere wurden iiber den Kopfhalter fixiert und auf einer Heizmatte inklusive
Temperaturmessfiihler gelagert. Ableitungen erfolgten ausschliellich im Feld Al des
priméren auditorischen Cortex. Anhand des Vaskularisationsmusters kann die Lage
zuverlissig bestimmt werden (Thomas et al.,[1993)). Zusétzlich wurden an ausgewihl-
ten Ableitpositionen zundchst mit Tungsten-Mikroelektroden (TM31A10, World
Precision Instruments) klassische elektrophysiologische Parameter bestimmt, um zu
verifizieren, dass die Ableitung im auditorischen Feld AT stattfand (Onset-Latenzen,
Antwortbandbreiten, Antwortschwellen; [Thomas et al.l [1993; Schulze et al., 1997)).
Die Multikanal-Elektrode wurde anschliefend nach Inzisur der Dura mater per Mi-
kromanipulator orthogonal zur corticalen Oberfliche in das Feld Al eingefahren.
Es wurden 1-2 Kanile iiber der Dura frei gelassen, so dass nach Ausdehung des

corticalen Gewebes der oberste Kanal 1 direkt auf der Oberfliche zum Liegen kam.
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2.4.1.1 Stimulation mit akustischen Reizen

Akustische Stimuli wurden digital synthetisiert und iiber die Programmierumgebung
Matlab (The MathWorks, Inc.) kontrolliert. Die Stimuli wurden dabei iiber eine Si-
gnalprozessorkarte (NI-DAQ, National Instruments), einen Abschwicher (g.PAH,
Guger Technologies) und einen Verstéirker-gekoppelten elektrostatischen Freifeld-
lautsprecher (STAX Ltd.), ca. 3 cm vom Kopf des Tieres entfernt platziert, ab-
gespielt. In der Nédhe des Freifeldlautsprechers wurde ein Kondensatormikrophon
(Bruel & Kjaer) zur Kontrolle des Schalldruckpegels angebracht.

Als akustische Signale dienten pseudorandomisierte Serien von Reinténen mit lo-
garithmischem Frequenzabstand in einem Frequenzbereich von 125 Hz bis 16 kHz.
Reintonfrequenzen wurden fiir 200 ms mit jeweils 5 ms Sinus-Quadrat-formigem An-
und Abstieg (Rampe) prisentiert. Die Interstimulusintervalle wurden von 0.8 bis 1.2
s variiert. Stimulusintensititen wurden zunéchst in 10 dB-Schritten von 25 bis 85
db SPL variiert. Es wurde die Intensitéit bestimmt, welche Ton-evozierte Antwor-
ten zwei Standardabweichungen (2-SD) iiber dem Schwellenwert hervorrief und als
2-SD-Schwelle bezeichnet. Die in dieser Arbeit gezeigten Daten wurden schliefllich
alle mit Intensitéten von 20 dB iiber diesem Schwellenkriterium gemessen (65 oder

75 db SPL).

2.4.1.2 Intracorticale Mikrostimulation

Elektrische Strome werden in Geweben in aller Regel biphasisch appliziert, da mo-
nophasische Pulse zur Akkumulation von elektrischer Ladung in der Elektrode und
im Gewebe fiihren konnen. Bei biphasischer Applikation spricht man daher von la-
dungsneutralem Transfer (z.B. Tehovnik} 1996). Biphasische Pulse kénnen als Ein-
zelpulse oder in Pulsziigen appliziert werden. Biphasische Einzelpulse werden durch
die Stimulationsamplitude, die Phasendauer und das Interphasenintervall charak-
terisiert (sieche Abbildung . Bei Stimulation mit Pulsziigen ist zudem noch das
Interpulsintervall eine charakteristische Grofle. Weiterhin ist entscheidend, ob der
kathodische oder anodische Strompuls zuerst geschaltet wird: so werden Membra-

nen durch kathodische Pulse iiber den resultierenden auswirts gerichteten Strom
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Abbildung 2.3: Einzelpuls-Stimulusparameter der corticalen Mikrostimulation. Die ge-
nutzten Einzelpulse hatten eine Phasendauer (PD) von 200 ps, ein Interphasenintervall (IPI) von
50 ws, ein Interstimulusintervall (ISI) von 1.8-2.2 s und eine Stimulusamplitude (A) von 80 pA.
Ubernommen aus (Jeschke, 2006).

depolarisiert und durch anodische Pulse hyperpolarisiert (Tehovnik et al., [2005a).
Elektrophysiologische Versuche haben mehrfach gezeigt, dass biphasische Pulse mit
einem kathodischen Beginn besser geeignet sind, um axonale Strukturen zu erregen,
also Aktionspotentiale zu evozieren (Tehovnik & Slocum)| 2003; Histed et al., 2009).
Elektrische Reize wurden ebenfalls iber Matlab-Programme digital generiert und
tiber ein 8-Kanal-Elektrostimulator-System (MCS STG2000, Multichannel Systems)
prasentiert. In den elektrophysiologischen Experimenten wurden biphasische Recht-
eck-Einzelpulse mit fithrender kathodischer Phase und 80 pA Stimulationsamplitude
in pseudorandomisierter Reihenfolge dargeboten (Deliano et al., |2009)). Die Phasen-
dauer betrug 200 ps mit 50 us Interphasenintervall, was im Bereich der Chronaxie
von corticalen Neuronen liegt (Nowak & Bullier, [1998)). Das Interstimulusintervall
wurde zwischen 1.8 und 2.2 s randomisiert, bei jeweils 50 Repetitionen. In den Ver-
haltenssexperimenten wurden zur elektrischen Stimulation Pulsziige verwendet, wel-
che aus Einzelpulsen mit den gleichen Parametern, wie in den Akutexperimenten,
bestanden (Details siche Abschnitt [2.6).

Um die Position der Stimulationselektroden histologisch nachvollziehen zu koénnen,
wurde nach jedem Experiment an jedem Stimulationskanal ein anodischer Strom von
5 pA fiir 25 s appliziert. Hohe Strome ohne Ausgleichsphase sollten fiir eine massi-
ve Eisenabscheidung sorgen, welche histologisch durch eine Berliner Blau-Farbung

nachgewiesen werden kann (siehe Abschnitt [2.5).
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2.4.2 Grundlagen der Strom-Quellen-Dichte-Analyse

Neuronale Aktivitéit basiert generell auf der Verschiebung von Ladungstrigern iiber
die Zellmembran von Nervenzellen. Solche transmembranalen [onenstrome entstehen
beispielsweise bei der postsynaptischen Aktivierung durch erregende oder hemmen-
de Synapsen sowie bei der Auslosung und Fortleitung von Aktionspotentialen. Ne-
ben dem transmembranalen Strom fliet im Zellinneren zugleich ein longitudinaler
Strom, welcher die Zelle in Abhéngigkeit von passiven elektrischen Membraneigen-
schaften an bestimmten Abschnitten verlidsst und durch den Extrazellulirraum zum
Ursprung des Transmembranstromes zuriickfliefft. Diese sogenannten Kreisstrompro-
zesse erzeugen im Extrazellulirraum elektrische Felder mit unterschiedlicher Dichte
positiver und negativer Ladungen, welche man als Stromquellen und Stromsenken
bezeichnet (siehe Abbildung[2.4] rechts). Die Stromquellen und -senken sind die phy-
sikalische Ursache des lokalen Feldpotentials, welches mit einer Elektrode als Potenti-
aldifferenz gegen einen Referenzort elektrophysiologisch gemessen werden kann. Die
extrazelluldren Strome gehorchen dabei den physikalischen Gesetzmifligkeiten der
Superposition, also der riumlichen und zeitlichen Uberlagerung von Strémen unter-
schiedlicher neuronaler Aktivitdten. Durch additive oder subtraktive Strom-Quelle-
Dichten kann es so zu Ausléschungsphéinomenen kommen. Entsprechend basiert das
messbare LFP auf einer synchronen Aktivierung einer Vielzahl von gleichgerichteten
Generatoren (Synapsenpopulationen), so dass sich resultierende Stromquellen und
-senken aufsummieren. Eine solche Uberlagerung der Stréme wird durch eine paral-
lele Anordnung neuronaler Elemente erreicht, wie dies beispielsweise in der pallisa-
denférmigen Anordnung der Pyramidalneurone des Cortex gegeben ist (Douglas &
Martin|, 2004). Doch gerade die Summation der Strome iiber weitreichende Bereiche
macht eine Interpretation der genauen zu Grunde liegenden neuronalen Strukturen
allein anhand des lokalen Feldpotentials oftmals schwierig (Bullock, [1997; [Katzner
et al., 2009).

Letztlich konnte eine genauere Kenntnis der lokalen Transmembranstrome genauere
Aussagen iiber die lokalen Phinomene und somit iiber die Lage aktiver Synapsen-

populationen, als Verteilung iiber die Dendritenbdume, erlauben. Das dies mit einer
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genaueren Analyse der Stromquellen- und senken moglich wire, erkannte der Mathe-
matiker Walter Pitts. Pitts| (1952) schlug dazu im Rahmen der sogenannten Macy-
Konferenzen die Analyse von extrazelluliren Feldpotentialen anhand der Methode
der Strom-Quellen-Dichte-Analyse vor. Die Analyse der Strom-Quellen-Dichte (im
Folgenden CSD aus dem Englischen: current-source-density) berechnet dabei Strom-
quellen und -senken im Extrazelluldrraum als Indikatoren fiir neuronale Aktivitéit
aus hoch aufgelosten Feldpotentialen (in Form der zweiten rdumlichen Ableitung,
siehe folgender Abschnitt). Bei einem Einwirtsstrom positiver Ladung kommt es
so zu einer extrazelluldren Stromsenke (z.B. durch eine exzitatorische Synapsenpo-
pulation: CSD<0) und bei Auswirtstrom positiver Ladung zu einer extrazelluli-
ren Stromquelle (z.B. Ausgleich des Stromdefizits iiber Kationenaustrom: CSD>0).
Transmembranstrome negativer Ionen tragen entsprechend umgekehrt zur Strom-
Quellen-Dichte bei. Bereits Pitts (1952)) erkannte, dass die CSD-Transformation der
lokalen Feldpotentiale eine Auflosung der Aktivierung synaptischer Populationen

mit bisher nicht erreichter rdumlicher und zeitlicher Prazision erlaubte.

2.4.2.1 Physikalische Grundlagen und mathematische Berechnung

Die Elektrostatik klirt den Zusammenhang zwischen der Verteilung elektrischer La-
dung und dem dazugehorigen Potential durch die Poisson’sche Gleichung (siehe Glei-
chung 2.1). Nach der Poisson’schen Gleichung ist die zweite rdumliche Ableitung des

Potentials ¢ proportional zur Dichte der elektrischen Ladung (CSD):

—CSD=Vo-V¢ (2.1)

Die Poisson’sche Gleichung verlangt dabei die Kenntnis des Potentials ¢, sowie des
Leitfahigkeitstensors o an allen Punkten im Raum. Jedoch kann das Medium des
Cortex in der lateralen Ausdehnung (y-Achse) und iiber die corticalen Schichten
hinweg (z-Achse) als weitgehend homogen (isotrop) angesehen werden. Neuere Ar-
beiten bestirken diese Auffassung eines quasi-ohmschen corticalen Impedanzspek-

trums (Logothetis et al., [2007). Uber die Berechnung eines Differenzenquotienten

30



der Potentiale entlang der x-Achse kann demnach die zweite rdumliche Ableitung
ndherungsweise auch bestimmt werden, wenn nur abschnittsweise das Potential be-
kannt ist.

Basierend auf dem laminaren Profil der lokalen Feldpotentiale, welches mit den oben
vorgestellten linearen Ableit-Arrays gemessen wird, kann somit die ein-dimensionale

CSD, als die zweite rdumliche Ableitung dieser, wie folgt berechnet werden:

&z + nAz) — 2¢(2) + d(z — nAz)

— D =~
¢S nAz2

(2.2)

wobei ¢ das LFP, z die rdumliche Koordinate senkrecht zur corticalen Schich-
tung, Az das Abtastintervall (Inter-Kanalabstand) und n die Grofle des riumlichen
Filters darstellt, iiber welchen der jeweilige CSD-Wert berechnet wird (Nicholson
& Freeman), 1975; [Mitzdort, 1985, [1986; Steinschneider et al., 1992). Zur Berech-
nung der CSD wurden die LFP-Profile mit einer gewichteten Mittelung (Hamming-
Fensterung) iiber 5 Ableitkanile (korrespondierend mit einem réumlichen Filter-
Kernel von maximal 300 pm) geglidttet. Um dadurch die oberen und unteren Mes-
spunkte nicht zu verlieren, wurde zuvor eine entsprechende lineare Extrapolations-
methode angewandt, welche davon ausgeht, dass durch lineare Gradienten keine wei-
teren Verdnderungen der zweiten raumlichen Ableitung der Feldpotentiale entsteht

(Tenke et al., [1993; [Jeschkel 2006; Happel et al. 2010b).

2.4.2.2 Interpretation von Strom-Quellen-Dichte-Verteilungen

Die Vorteile der CSD-Transformation laminarer Feldpotentiale liegt in einer refe-
renzfreien und rdumlich hoch aufgelosten Repréisentation der Richtung, Lokalisation,
sowie Intensitdt transmembranaler Strome, welche dem evozierten LFP unterliegen
(Nicholson & Freeman) [1975; Mitzdorf, [1985] 1986). Klassischerweise kann anhand
von Stromsenken auf depolarisierende synaptische Prozesse riickgeschlossen werden
(siche Abbildung [2.4)), welche vornehmlich auf exzitatorische Synapsenpopulatio-
nen zuriickzufiihren sind (Mitzdorf, [1985] 1986). Stromquellen werden weitgehend
als passive Riickstromprozesse angesehen (Mitzdorf, 1985; Schroeder et al.l |1998).
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Abbildung 2.4: Strom-Quellen-Dichte-Verteilungen und Riickschliisse auf die Lokalisa-
tion synaptischer Aktivititen. Durch Ableiten der laminaren Feldpotentiale {iber alle Schich-
ten hinweg kann die zweite raumliche Ableitung gebildet werden. Die daraus resultierende Strom-
Quellen-Dichte-Verteilung (CSD) zeigt in der farbcodierten Darstellung Senken in blau und Quellen
in rot. Diese geben Riickschliisse auf die laminare Lokalisation postsynaptischer Aktivitdten (weit-
gehend) exzitatorischer synaptischer Populationen. Die entsprechenden Kreisstrome sind durch die
gestrichelten Pfeile gekennzeichnet (links).

Aufgrund der Superposition, also der rdumlichen und zeitlichen Uberlagerung von
Stromquellen und -senken, miissen méogliche Ausloschungsphinomene aktiver Pro-
zesse beriicksichtigt werden. Demnach beriicksichtigt man bei der Interpretation der

Strom-Quellen-Dichte-Verteilungen immer die anatomischen Grundkenntnisse der

jeweiligen Struktur. Bis auf wenige Ausnahmen (Kaur et al) 2005; [Lakatos et al.,

2005) wurde die CSD-Analyse bislang weitgehend qualitativ genutzt. Aus diesem
Grund sollen die verwendeten quantitativen Auswertungsstrategien im Folgenden

ausfiithrlich erlautert werden.
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2.4.2.3 Bestimmung der Latenzen und Amplituden einzelner

CSD-Komponenten

Die Bestimmung der Latenzen und Amplituden einzelner Senken und Quellen wurde
zundchst fiir jeden einzelnen Ableitkanal iiber automatisierte Algorithmen in Mat-
lab vollzogen und gegebenenfalls per Hand korrigiert. Die Extremwerte der Senken
und Quellen wurden als Peak-Amplitude bestimmt (Kaur et al., 2004). Gleichzeitig
wurde auch die Latenz der Extremwerte bestimmt (Peak-Latenz). Die Bestimmung
von Onset-Latenzen wurde ebenfalls iiber einen automatisierten Prozess vollzogen.
Dabei ist die einfache Bestimmung des Schnittpunktes mit einem Schwellenkrite-
rium, z.B. der dreifachen Standardabweichung der Grundlinie (3-SD-Kriterium),
kein Amplituden-unabhéngiges Maf} (siche Kaur et al., 2004). Um die tatséchlichen
Onset-Latenzen genauer zu bestimmen, wurde daher in der vorliegenden Arbeit ei-
ne lineare Regressionsgerade durch den Schnittpunkt mit der 3-SD-Schwelle gezogen
und deren Schnittpunkt mit der Grundlinie als Onset-Latenz definiert. So werden
unterschiedlich steile Anstiege der Deflektion ausgeglichen und der tatsichliche Be-
ginn der Deflektion unabhéngig von der Amplitude bestimmt. Das Fenster fiir die
Berechnung der Regressionsgeraden betrug 2 ms. Die folgende Deflektion musste
dabei mindestens 5 ms iiberschwellig sein.

Fiir die Bestimmung der Bestfrequenzen (BF) anhand von Strom-Quellen-Dichten
konnen verschiedene Kriterien angewendet werden. So lassen sich Abstimmkurven
anhand von Peak-Amplituden und Peak-Latenzen bestimmen, genauso wie anhand
von Onset-Latenzen. Alle Kriterien lieferten iibereinstimmende Daten, so dass die
BF letztlich als die Frequenz der Reinton-Stimulation definiert wurde, welche die

héchste Peak-Amplitude der granuldren Senke evozierte.

2.4.2.4 Analyse der gleichgerichteten CSD und der relativen Residuen

Summiert man die gemittelten Absolutbetréige der Stromquellen und -senken, so
ergibt sich ein Maf} des transmembranalen Gesamtladungsflusses {iber die cortica-
len Schichten hinweg. Da nur die Absolutbetrige der Strom-Quellen-Dichte beriick-

sichtigt werden, spricht man von der gemittelten, gleichgerichteten Strom-Quellen-
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Dichte. Diese Form der Berechnung wird im Folgenden konform der englischsprachi-
gen Literatur mit AVREC (averaged rectified CSD) bezeichnet (Givre et al., 1994}
Schroeder et al.l [1998). Die AVREC wurde zunéchst wie folgt auf Einzeltrial-Basis

berechnet und schliellich iiber die Trials gemittelt:

2 i1 |CSDnl(t)

n

AVREC(t) =

(2.3)

n sei hierbei und in der folgenden Gleichung 2.4 die Anzahl der Kanéle entlang der
Ableitachse. Die Reizfrequenzen, welche die hochste Peak-Amplitude der AVREC(t)
evozierten, waren in den meisten Féllen identisch mit der BF nach zuvor beschrie-
bener Definition oder wichen wenn, nur um eine Oktave von der BF ab.

Nach den Gesetzen der Elektrostatik ist es eine physikalische Notwendigkeit, dass
sich Senken und Quellen zu Null aufsummieren und eine Ladungsausgeglichenheit
herrscht. Die CSD-Transformation laminarer Feldpotential-Ableitungen reflektiert
dabei weitgehend die lokalen Stromquellen und -senken, welche innerhalb eines Zy-
linders um die Ableitachse herum auftreten, in welchem die extrazelluliren Stréme
mafigeblich das LFP bestimmen (siehe Katzner et al.l [2009). Demnach sollte eine La-
dungsausgeglichenheit nur dann erwartet werden, wenn die ihnen zugrunde liegenden
neuronalen Quellen innerhalb dieses Zylinders entlang der Ableitachse liegen. Diese
Art der ausgeglichenen Ladungsverteilung der lokalen Feldpotentiale entlang der Ab-
leitachse kann mit einer Analyse der relativen Residuen der CSD untersucht werden.
Die relativen Residuen der CSD berechnen sich aus der Summierung der vorzeichen-
behafteten Amplitudenwerte der einzelnen Quellen und Senken iiber alle Kanile
hinweg, welche anschliefend durch die Summe aller Absolut-Amplitudenwerte zu
gegebenem Zeitpunkt ¢ dividiert werden (Harding, 1992)). Dadurch sind die relati-
ven Residuen ein dimensionsloses Maf}, der durch den lokalen Poisson-Ansatz nicht
aufgekldrten Strom-Quellen-Dichte. Auch hier wurde die Berechnung zunéchst auf

Einzeltrial-Ebene durchgefiihrt und anschlieBend iiber alle Trials gemittelt:
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RelResid(t) = %;ll‘ggg: ‘(2) (2.4)

Fiir die quantitative Auswertung der AVREC und der relativen Residuen wurden
die Einzeltrial-CSD-Wellenformen ohne rdumliche Filterung verwendet. Zur Bestim-
mung der Onset-Latenzen der AVREC und relativen Residuen wurden die Zeitpunk-
te bestimmt, an welchen die Wellenformen einen Schwellenwert drei Standardabwei-

chungen iiber der Grundlinie fiir mindestens 5 ms iiberschritten haben.

2.4.3 Pharmakologische Deaktivierung corticaler Aktivitat

Zur pharmakologischen Deaktivierung corticalen Gewebes wurde der nicht-kompeti-
tive GABA 4-Agonist Muscimol-Hydrobromid (Sigma Aldrich) verwendet. Dabei
wurden Volumina von 20 pl mit Konzentrationen von 0.2 bis 1.0 ug/ul (maximal
8.4 mM) topisch auf die Dura mater des Cortex appliziert (exponierte Oberfliche:
3x4 mm, 12 mm?). Der Diffusions-Gradient von Muscimol liegt bei dieser Dosierung
etwa im Bereich von 1.5-2 mm, so dass Muscimol iiber alle corticalen Schichten hin-
weg diffundiert ohne dabei subcorticale Bereiche zu beeinflussen (Martin & Ghez,
1999; Talwar & Gerstein), |2001; Edeline et al., 2002). In 10 Experimenten wurde aus-
schliellich Muscimol in verschiedenen Konzentrationen appliziert (1 pug/1 pl (n=5),
0.5 pg/ pl (n=3), 0.2 pg/ pl (n=2)). In drei weiteren Experimenten wurde das
Muscimol zusammen mit dem kompetitiven GABA g-Antagonist (+)-5,5-Dimethyl-
2-Morpholin-Essigsdure (SCH50911, Schering-Plough Corp.) appliziert, um mogliche
Nebeneffekte des Muscimol auf priasynaptische GABA g-Rezeptoren zu unterbinden
(EDsp = 25 pM, |[Yamauchi et al.l 2000), welche iiber prisynaptische Inhibition
die thalamocorticalen exzitatorischen postsynaptischen Potentiale (EPSPs) mini-
mieren konnten. Hierzu wurde ein Cocktail bestehend aus 6 mM SCH50911 (20
pl) und 4 mM Muscimol (20 pl) verwendet, welcher eine Reduktion der corticalen

Aktionspotential-Rate um iiber 95% gewiihrleistet (Liu et al., 2007).

35



2.5 Histochemische Verfahren

Nach Beendigung des Versuchs wurden die Ketamin-anidsthesierten Tiere mit ei-
ner intrakardialen Injektion von 100 mg Embutramid (0.5 ml T61, Intervet) geto-
tet und das Gehirn aus dem Schéidel pripariert. Das Gehirn wurde mit erwéirmter
8%iger Gelatinelosung (40°C) iibergossen und anschliefiend in -50°C kaltem Isopen-
tan schockgefrostet. Im Bereich des priméren auditorischen Cortex wurden 40 pm
dicke Horizontalschnitte am Cryotom angefertigt. Die Schnitte wurden dann zur
Anfirbung von Zellkérpern einer Kresyl-Violett-Féarbung (Nissl-Farbung), sowie ei-
ner Berliner Blau-Farbung (bei Experimenten mit Mikrostimulation) unterzogen.
Die Berliner Blau-Reaktion diente hierbei der spezifischen Farbung von Eisenpar-
tikeln nach Elektrodenabscheidung. Die Protokolle der Farbeprozeduren und hier-
fiir verwendete Chemikalien sind im Anhang angefiihrt. Die Schnitte wurden
mikroskopisch analysiert und digital mit eingeblendetem Mafistab fotografiert. Die
orthogonale Ausrichtung der Ableitelektrode zur corticalen Struktur wurde durch

eine verminderte Zelldichte, anhand reduztierter Nissl-Farbung, identifiziert.

2.6 Verhaltensexperimente

Die Verhaltensexperimente wurden alle in einer elektrisch, sowie akustisch geschirm-
ten Kammer durchgefiihrt. Darin befand sich die Versuchsvorrichtung, welche aus
zwei Kompartimenten (Grundfliche jeweils: 18x18 ¢m) bestand, die durch eine etwa
3 cm hohe Hiirde voneinander getrennt waren (Shuttle-Box, Hasomed). Uber einen
Gitterboden konnten schwache Stromimpulse als Fufischock {iber einen externen Sti-
mulator (Isolated Pulse Stimulator, Model 2100, A-M Systems) appliziert werden.
Diese Strompulse bestanden aus biphasischen Strompulsen mit einer Amplitude von
300-600 pA, einer Phasendauer von 1 ms und einer Pulsrate von 333 Hz (Ohl et al.|
1999). Die Generierung elektrischer Pulsziige zur intracorticalen Stimulation erfolg-
te iiber ein per USB-Schnittstelle angesteuertes 8-Kanal-Elektrostimulator-System
(MCS STG2000, Multichannel Systems), welches iiber Matlab-Programme kontrol-

liert wurde. Die Pulsziige wurden mit 100 Hz und 300 ms Lange présentiert (700 ms
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Pause) und bestanden aus biphasischen Einzelpulsen mit den gleichen Parametern,
wie in den elektrophysiologischen Experimenten (siehe Abschnitt [2.4.1.2).

Nach 4-5 Tagen postoperativer Erholung wurde das Verhaltenstraining kontinuier-
lich einmal am Tag (maximal 2 Tage Pause pro Woche) durchgefiihrt. Das Training
begann jeweils mit einer dreiminiitigen Habituationsphase in der Kammer. Die Tiere
wurden darauf trainiert, die elektrischen Impulse an den Stimulationselektroden als
konditionierte Stimuli (C'S™) zu detektieren und anschliefend in das benachbarte
Kompartiment innerhalb des Observationsfensters (4 s) zu wechseln. Wenn inner-
halb dieser Zeit das Kompartiment nicht gewechselt wurde, so wurde ein Fulschock
als unkonditionierter, aversiver Stimulus (US) dargeboten. Das Erlernen der Asso-
ziation zwischen dem C'S™ und dem US basiert auf dem Vermeidungsverhalten. Ein
erfolgreiches Vermeiden durch Uberqueren der Hiirde innerhalb des Observations-
fenster wird als konditionierte Reaktion (C'R) bezeichnet. Bei einem erfolgreichen
Treffer (,hit) wurde die C'S*-Stimulation abgeschaltet. Falls das Uberqueren der
Hiirde bei C'S*-Stimulation gar nicht oder auflerhalb des Beobachtungszeitfensters
und somit als Reaktion auf den US erfolgte, wurde ein Fehler (,,miss*) protokolliert.
Der US wurde fiir 6 s préisentiert und konnte vom Tier durch Wechsel des Kompar-
timentes vorzeitig abgeschaltet werden. Die Stirke des US wurde an das Verhalten
des jeweiligen Tieres angepasst und ausgehend von einer Amplitude von 300 pA in
50 pA Schritten in den ersten 20 Trials des ersten Trainingsdurchganges erhéht, bis
das Tier eine zuverlissige Fluchtreaktion auf den US zeigte (Ohl et al., [1999). An
jedem Trainingstag wurden 60 oder 96 Stimuli dargeboten, welche in pseudorando-
misierter Reihenfolge présentiert wurden. Das Interstimulusinterval variierte dabei

zufillig zwischen 15 und 19 s.

2.6.1 Block-Design der Verhaltensexperimente

Im ersten Block (Trainingstage 1-12) wurde die Detektion der monopolaren Stimula-
tion initial mit perzeptuell iberschwelligen Amplituden von 80 pA antrainiert, wel-
che pseudorandomisiert am jeweils ausgewihlten Stimulationskanal (Stimulations-

tiefe im Cortex) présentiert wurden (20 Stimuli je Stimulationstiefe) (Initiallernen,
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Deliano et al., [2009)). Nach erfolgreicher Assoziation des C'S™ und des US wurde im
zweiten Block die préisentierte Stromstéirke der monopolaren Stimulation variiert, um
die Detektionssensitivitéit als Funktion der Stimulusstéirke zu bestimmen. Stimulati-
onsamplituden wurden dazu variiert zwischen 5 und 100 pA (5, 7, 15, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80 und 100 pA). Die verschiedenen Stimulationsamplituden und der jeweils
ausgewdhlte Stimulationskanal wurden dabei in pseudorandomisierter Reihenfolge
dargeboten. Innerhalb eines Trainingstages wurden dabei jeweils Subsets von vari-
ierten Amplituden zwischen 14 und 18 mal pro Training prisentiert (siehe Tabelle
2.1). Fiir die psychometrische Analyse der Detektionssensitivitit wurden 10 weitere
Trainings durchgefiihrt (siche unten). Im letzten Block wurde die Art der elektrischen
Applikation variiert. Dabei wurde die Architektur des vertikalen Stimulations-Arrays
ausgenutzt, um zwischen jeweils zwei Stimulationskanilen lokale bipolare Felder an-
zulegen. Dabei wurde die bipolare ICMS (BP-ICMS) jeweils zwischen der mittleren
Elektrode und der oberen (supragranulire BP-ICMS) oder der unteren (infragra-
nuldre BP-ICMS) Elektrode angelegt. Durch zusétzliche Variation der Polaritéiten
der Fiihrungs- und Folgephase zwischen kathodisch und anodisch ergaben sich vier
ICMS-Konfigurationen (zur weiteren Illustration siche Abbildung [3.21B). In acht
weiteren Trainings (je 96 Stimuli) wurden fiir jede der vier Konfigurationen 12 bis
18 Stimuli mit acht verschiedenen Stimulationsamplituden zwischen 5 und 100 pA
(5, 10, 20, 30, 40, 60, 80 und 100 pA) in Subsets prisentiert (siehe Tabelle 2.1]). Dabei
wurde auf eine pseudorandomisierte Variation der BP-ICMS-Konfigurationen und
der Stimulusstirke geachtet. In beiden Testbldcken wurden die einzelnen Subsets
an 2 oder 3 verschiedenen Trainingstagen prasentiert. Um ein Extinktionslernen zu
vermeiden, wurden in jedem Subset mindestens Amplituden mit 60 uA prisentiert.
In fiinf Tieren wurden zusétzlich Stimuli ohne Stimulationspuls (,,catch-trial‘) und
ohne US eingestreut, um die spontanen Sprungraten, sowie mogliche zeitlich mit

der Stimulation korrelierte h6here Sprungraten zu beurteilen.
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Block Subsets

Initiallernen alle 80 pA
MP-ICMS
1: 5, 30, 50, 80 A  2: 20, 40, 60, 70 A 3: 7, 15, 60, 100 pA
4: 15, 30, 50, 80 pA  5: 7,20, 40, 60 pA  6: 5, 20, 70, 100 pA
BP-ICMS
1: 5, 20, 40, 80 pA  2: 10, 30, 60, 100 gA  3: 5, 20, 30, 60 pA

4: 10, 40, 60, 100 A 5: 10, 30, 40, 80 pA  6: 5, 20, 80, 100 pA

Tabelle 2.1: Block-Design der Verhaltensexperimente: Das Initiallernen wurde mit 80 pA pseu-
dorandomisiert iiber die drei Stimulationstiefen antrainiert. Nach erfolgreichem Vermeidungsler-
nen wurden Subsets der pseudorandomisierten Amplitudenvariationen bei der monopolaren (MP-
ICMS) und anschlieend der bipolaren (BP-ICMS) intracorticalen Elektrostimulation présentiert.
Die Sets wurden jeweils fiir die drei Stimulationstiefen (MP-ICMS), beziehungsweise fiir die vier
Konfigurationen (BP-ICMS) pseudorandomisiert dargeboten. Erlduterungen siehe Text.

2.6.2 Analyse der Verhaltensdaten

Fiir jedes Tier wurde die Rate der konditionierten Reaktionen (C'R), also der Treffer,
fiir jedes einzelne Training separat protokolliert. Basierend auf diesen Daten wurde
die Lernleistung der Einzel-Tiere ermittelt und mithilfe von gemittelten Lernkur-
ven dargestellt. Fiir die psychometrische Analyse der monopolaren und bipolaren
Stimulationen wurde fiir jedes Tier einzeln die C'R-Raten fiir jede Stimulusstirke
und Stimulationstiefe, beziehungsweise -konfiguration, iiber alle Trainings hinweg
gemittelt bestimmt. Um die Detektionsleistung unabhéngig von den Experimen-
talbedingungen zu quantifizieren, welche die Antworten beeinflussen kénnten, wur-
de der sogenannte d’-Wert bestimmt, welcher basierend auf der Signal-Detektions-
Theorie ein unabhéngiges Mafy der Lernleistung liefert (Green & Swets, [1966). Der
d’-Wert berechnet sich dabei aus der C R-Rate, sowie einer Fehler-Rate, welche die
Sprungwahrscheinlichkeit in einem Interval vor dem C'S reflektiert (4 s; gleiche Lin-
ge wie C'S — US-Intervall). Die so ermittelten Fehler-Raten wurden weiterhin mit
den Sprungraten wéhrend der zuvor beschriebenen , catch-trials‘ verglichen (n=5)
und waren jeweils nicht signifikant unterschiedlich (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test,
MP-ICMS, p=0.15; BP-ICMS, p=0.34). Die d’-Werte wurden fiir jedes Tier und je-

des Training bestimmt, indem die z-Transformationen der Treffer- und Fehler-Raten,
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als inverse Funktion der standardisierten Normalverteilung, voneinander abgezogen

wurden (Deliano et al., [2009):

d' = z(Tref fer — Rate) — z(Fehler — Rate) (2.5)

Fiir die psychometrische Analyse der Detektionssensitivitidt wurden die d’-Werte
als Funktion der Stimulusstirke betrachtet. Als Schwellenkriterium wurde ein d’-
Wert von 1.0 gewihlt, was einer Signalstidrke von einer Standardabweichung iiber
der Schwelle entspricht. Die Schwellenwerte wurden auf Einzel-Tier-Basis jeweils fiir
alle Variationen der monopolaren oder bipolare Stimulation bestimmt. Da die jewei-
ligen Schrittweiten zwischen den applizierten Stromstérken nicht identisch waren,
wurden die Antwort-Kurven mit einer gewichteten Mittelung der beiden umliegen-
den d’-Werte gegléttet (k=3). Bei Randwerten wurde nur jeweils der Nachbarwert
zur Glattung verwendet (k=2). Dabei wurden die d’-Werte proportional zu den
relativen Unterschieden der Stimualtionsamplituden zueinander gewichtet (Faktor
0.33 fiir 10 pA Differenz). Der tatsichliche Strom-Schwellenwert fiir Antwortraten
mit d’>1.0 bestimmte sich nun anhand einer linearen Extrapolation zwischen dem

ersten d’-Wert {iber 1.0 und dem davor liegenden. Einzelbeispiel siehe Ergebnisse

(Abschnitt [3.4)).

2.7 Statistische Analysen

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene statistische Tests genutzt. An allen
Stellen beziehen sich die p-Werte auf den zuletzt genannten statistischen Test. Klas-
sischerweise wurde der gepaarte Student’s t-Test genutzt, um einfache Unterschiede
zwischen zwei Gruppen auf Signifikanz zu testen. Zur Bestimmung der Signifikanz
wurden apriorische p-Werte von 0.05* oder 0.01** als Kriterium gewihlt.

Fiir statistische Tests multi-faktorieller Vergleiche wurde eine Varianzanalyse mit
Mefiwiederholungen (repeated measures ANOVA, rmANOVA) angewendet (mithil-
fe von SPSS 8.0). Falls notwendig wurden Huynh-Feldt-Korrekturen der Sphéri-
zitét durchgefiihrt (Huynh & Feldtl [1976). Als Kriterium der Signifikanz wurde
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generell o = 0.05 angenommen. Da klassischerweise post-hoc durchgefiihrte Verglei-
che bei rmANOVAs nicht zuldssig sind, wurden nachfolgend spezifische Post-hoc-
Tests durch restriktive rmANOVAs mit Bonferroni-korrigiertem Signifikanz-Level
(0" = a/nrest) durchgefiihrt. Der F-Wert wird stets angegeben mit dem Freiheits-
grad (df) und dem Fehler des Freiheitsgrades (ef): Fys .
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3 Ergebnisse

3.1 Physiologische Strom-Quellen-Dichte-
Verteilungen im auditorischen Cortex

Durch die Ableitung laminarer CSD-Profile im priméren auditorischen Cortex (Al)
nach Reinton-Stimulation sollte die laminare Organisation afferenter thalamocorti-
caler Eingédnge und konvergierender intracorticaler Eingénge untersucht werden. Um
die Beitrdge des sensorischen Bottom-up-Eingangs zu separieren, wurde in 10 Expe-
rimenten der GABA 4-Agonist Muscimol in verschiedenen Konzentrationen (0.2-1.0
pg/ul; max. 8.4 mM) topisch auf den Cortex appliziert (Krupa et al., [1999; [Talwar
et al.l 2001; [Kaur et al., 2004; |Andolina et al., [2007; Liu et al., 2007). In drei weite-
ren Experimenten wurde zusétzlich der GABA z-Antagonist SCH50911 (6 mM, 20
pl) im Konzentrationsverhiltnis 1:1.5 mit Muscimol (4 mM, 20 pl) appliziert, um
eine mogliche prasynaptische GABA g-vermittelte Inhibition der afferenten Eingin-
ge zu unterbinden (Yamauchi et al., [2000; Liu et al., 2007). Durch eine quantitative
Analyse der Anderungen der CSD-Profile wurden die relativen Beitréige und die In-

teraktionen beider Eingangssysteme auf laminarer Verarbeitungsebene untersucht.

3.1.1 Dissoziation thalamocorticaler und intracorticaler
synaptischer Eingdange in Al

Das laminare CSD-Profil im naiven priméiren auditorischen Cortex bei Mongoli-
schen Wiistenrennméusen zeigte nach Stimulation mit Reinton-Frequenzen ein cha-

rakteristisches raumzeitliches Muster, welches im Zuge der corticalen Verarbeitung
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als Feedforward-Muster bezeichnet wurde (Abbildung links oben; Barth & Di,
1990; Schroeder et al., 1998} [Hirsch & Martinez, 2006; Sakata & Harris, 2009; Szy-
manski et al. 2009). Die Aktivierung nach Stimulation mit der Bestfrequenz (BF)
war dabei charakterisiert durch initiale synaptische Aktivierungen in den granulé-
ren Eingangs-Schichten II1/IV, sowie nachfolgende Aktivierungen {iber alle corticale
Schichten hinweg, welche hier entsprechend als crosslaminare Prozessierungen be-
schrieben werden sollen (zur histologischen Einteilung der corticalen Schichten siehe
Abschnitt . Die BF wurde definiert, als die Ton-Frequenz, welche die stirkste
granulire Peak-Amplitude evozierte (Abschnitt [3.1.3). Um die jeweiligen Beitriige
der verschiedenen Eingangssysteme auf Ebene der laminaren CSD-Profil-Struktur
zu untersuchen, wurde nun die corticale Deaktivierung durch topische Applikation
des Muscimols herbei gefiihrt.

Zunichst wurden prominente Komponenten des raumzeitlichen Feedforward-CSD-
Profils charakterisiert, um diese schichtspezifisch beschreiben zu kénnen (Abbildung
3.1]A). Die initiale Senke in granuldren Schichten wurde als S1 bezeichnet, die fol-
gende supragranulire Senke als S2, sowie die infragranulire als S3. In manchen Fil-
len wurde eine zusétzliche kurz-latente Aktivierung in den infragranuléren Schich-
ten gefunden, welche vermutlich die Aktivierung von Kollateralen thalamocorticaler
Projektionen widerspiegelt. Diese Senke wurde deshalb als iS1 (infragranuldre S1)
bezeichnet. Zusétzlich zu den Senken-Strukturen wurden die entsprechenden Quel-
len nach ihrer laminaren Lage benannt und entsprechend die supragranuldre Quelle
als Q1, die granulédre als Q2 und die infragranulire als Q3 bezeichnet.

In Abbildung [B.IB-D ist der zeitliche Verlauf der Diffusion des Pharmakons nach
epiduraler Applikation iiber die corticalen Schichten hinweg verdeutlicht. Die experi-
mentell induzierte Hyperpolarisation corticaler Neurone verhindert die Generierung
von Aktionspotentialen ohne die postsynaptischen Einginge, welche von unbeein-
flussten Bereichen eintreffen, zu beeinflussen (McCormick et all [2003)), so dass die
afferenten Einginge weiterhin zu Stimulus-evozierten Senken in den CSD-Profilen
fiilhren. Anhand der substantiellen Reduktion der evozierten CSD-Amplituden (sie-

he Skalierungsbalken zu den verschiedenen Zeitpunkten) wird deutlich, dass sich
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Abbildung 3.1: Zeitlicher Verlauf der Deaktivierung intracorticaler Beitrige Ton-
evozierter laminarer CSD-Profile. A. Das CSD-Profil nach BF-Stimulation zeigt vor der phar-
makologischen Deaktivierung ein Feedforward-Muster, welches durch Aktivierungen iiber alle corti-
calen Schichten (I-VI) hinweg gepriigt ist. Prominente Senken (S1-S3, iS1) sind in blau, die Quellen
(Q1-Q3) in rot gekennzeichnet. Links ist die laminare Position der Multikanal-Ableitelektrode ver-
deutlicht. B-D. Im zeitlichen Verlauf der Diffusion des Pharmakons (Muscimol oder Cocktail) iiber
die Schichten hinweg, werden die evozierten Amplituden nach 10 Minuten auf etwa 20% reduziert
(B). Nach 30 Minuten ist das robuste Senke-Quelle-Senke-Triplett (Q1-S1-Q3) und die infragranuli-
re Senke iS1 auf unter 10% der Ausgangswerte der CSD-Maxima und -Minima gesunken (vergleiche
Skalierungsbalken). Die corticale Schichtung wurde entsprechend der histologischen Analyse dieser
Ableitposition eingeteilt (sieche Abschnitt . Weitere Erlduterungen siehe Text.

mit der CSD-Analyse sehr kleine synaptische Einginge noch reliabel detektieren
lassen. 20 Minuten nach Applikation hat das Muscimol bereits Schicht IV erreicht
und die Senke S1 drastisch in ihrer raumzeitlichen Ausdehnung minimiert. Gleich-
zeitig konnte die Inhibition granuldrer Schaltkreise eine Disinhibition der Schicht
V-Pyramidalneurone verursacht haben, welche die starke Ausdehnung der infragra-
nuldren S3 erkldren konnte (S3 ist stirker, als 10 Minuten nach Applikation). Die S3
wurde nach Diffusion des Muscimols iiber alle corticale Schichten komplett blockiert
(nach 30 Minuten), so dass nur noch ein kurz-latentes und robustes Senke-Quelle-
Senke Triplett bestehen blieb. Die Lokalisation der robusten Senke S1 weist darauf

hin, dass aktive Synapsen weitgehend nur noch in der Schicht IV, und zum Teil in
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Schicht IIIb, zu finden waren, welche die Haupt-Eingangs-Schichten der tonotop or-
ganisierten Eingéinge aus dem ventralen Medialen Geniculatum (vMGB) darstellen
(Budinger et al., 2000aj; [Hackett) 2010). Die Ausdehnung der Aktivierungen in die
oberen Schichten IIIa und II wird durch die Deaktivierung unterbunden, so dass
diese auf intracorticale Verbindungen zuriickzufiihren sind. Die in einigen Fallen
gefundene initiale Senke iS1 in den tiefen Schichten blieb ebenfalls nach Muscimol-
Applikation bestehen, was auf den oben erwihnten separaten Eingang afferenter
Eingénge in Schicht V/VI durch Kollateralen der thalamocorticalen Projektionen
hinweist, welche in anatomischen (Budinger et al.. 2000a; [Huang & Winer, |2000;
Linden & Schreiner| 2003)), sowie in einer physiologischen Arbeit (Szymanski et al.
2009) beschrieben wurden. Somit sind alle spiteren Komponenten (S2, S3) der corti-
calen Aktivierung durch Muscimol blockiert worden und entsprechend auf intracor-
ticale und crosslaminare Verarbeitung zuriickzufiithren (Kaur et al., [2004)). Nur die
friih-latenten, initialen Eingéinge (S1, iS1) konnen entsprechend auf thalamocorticale
Projektionen zuriickgefiihrt werden. Diese Resultate zeigen, dass die pharmakologi-
sche corticale Deaktivierung eine geeignete Methode ist, um akustisch evozierte Bei-
trage der intracorticalen Eingangssysteme von den afferenten Eingéngen zu trennen
und so die relativen Anteile beider Systeme zum laminaren Feedforward-CSD-Muster

zu beschreiben.

3.1.2 Aquirierung afferenter und intrinsischer synaptischer

Populationen in Abhdngigkeit des Spektralgehaltes

Im Folgenden sollen mit dieser Methode die Beitrége beider Eingangssysteme zur
corticalen Aktivierung mit unterschiedlichen Stimulationsfrequenzen untersucht wer-
den. Stimulationsfrequenzen +2 Oktaven von der BF entfernt wurden als Nah-BF
bezeichnet, solche mit groBerer Distanz (> 3 Oktaven) als Nicht-BF. Représentative
Beispiele der jeweils evozierten CSD-Profile sind in Abbildung gezeigt. Dabei
fanden sich schon bei Frequenzunterschieden von 1 Oktave erhebliche Unterschiede

der evozierten CSD-Profile, welches einen deutlichen Hinweis auf differentielle Re-
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krutierung synaptischer Populationen liefert. Die Aktivierung nahm mit spektralem
Abstand zur BF (hier 1 kHz) in allen Schichten ab. Die spektrale Abstimmbreite
der granuldren S1 und der supragranuliren S2, gemessen an signifikanten Deflektio-
nen der CSD, zeigte keine signifikanten Unterschiede und lag im Bereich von 6.38
+ 0.92 Oktaven (S1) und 6.8 £ 0.45 Oktaven (S2). In einigen Beispielen wurden
Aktivierungen {iber den gesamten présentierten Reinton-Bereich von 8 Oktaven ver-
zeichnet (bis zu 4 Oktaven von der BF entfernt). Die infragranulidre Senke S3 zeigte
hingegen ein schmaleres Abstimmverhalten von 4.8 + 1.82 Oktaven. Ebenfalls ge-
ringer war die Bandbreite der frithen Senke iS1 (2.8 £ 0.93 Oktaven). Die S1 zeigte
die kiirzesten Onset-Latenzen nach BF-Stimulation (graue gestrichelte Linie in Ab-
bildung [3.2A) und lingere Latenzen mit groBerem Abstand zur BF (Nah-BF- und
Nicht-BF-Stimulation). Demnach muss die Aktivierung granuldrer Schichten kein
Alleinstellungsmerkmal der durch thalamocorticale Projektionen evozierten CSD-
Profile sein (wie vorgeschlagen von (Chen et al. 2007), sondern konnte auch durch
ausreichend starke laterale Verschaltungen evoziert werden.

Um dieser Frage nachzugehen, wurden die jeweiligen CSD-Profile nach Deaktivie-
rung verglichen (Abbildung [3.2B. Es zeigte sich, dass alle spiteren Komponenten
(S2, S3) unabhéingig von der Stimulationsfreqeunz durch intracorticale Prozesse ge-
neriert wurden. Robuste Aktivierungen der thalamocortical-rezipienten Eingangs-
Schichten wurden des Weiteren durch Reinton-Frequenzen iiber maximal 5 Okta-
ven, also BF- und Nah-BF-Frequenzen, evoziert. Die S1 zeigte nach Deaktivierung
eine reduzierte mittlere Antwortbandbreite von 3.26 + 1.36 Oktaven (vergleichbar
mit: Kaur et al., 2004) und sehr dhnliche, kurz-latente laminare Triplett-Strukturen.
Nicht-BF-Stimulation evozierte keine Antworten {iber dem Schwellenkriterium von
+0.005 mV/mm?. Daraus lédsst sich ableiten, dass nach Stimulation mit Nicht-BF-
Frequenzen keine afferenten Eingénge aktiviert wurden (siehe Nicht-BF-Antwort
nach Deaktivierung, Abbildung [3.2). Die reduzierte Bandbreite zeigt, dass die affe-
renten Finginge durch horizontale, transsynaptische Weiterleitung in weitere corti-
cale Bereiche verschaltet wurden und dort in den granuldren Eingangs-Schichten

terminieren. Weiterhin zeigte sich, dass die Onset-Latenz der S1 nach Nah-BF-
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Abbildung 3.2: Separierung thalamocorticaler und intracorticaler Beitrige zum Ton-
evozierten laminaren CSD-Profil. A. CSD-Muster zeigen, dass die laminare Verarbeitung in
AT mit der Stimulationsfrequenz variiert (BF-, Nah-BF- und Nicht-BF-Stimulation). B. Nach der
corticalen Deaktivierung (>30 min., siche Abbildung zeigt sich das robuste Quelle-Senke-
Quelle-Triplett nur nach Stimulation mit BF- oder Nah-BF-Frequenzen, variiert aber dabei nicht
in Abhéngigkeit mit der Stimulationsfrequenz. Nicht-BF-evozierte Aktivitéten sind vollsténdig in-
hibiert. Zu beachten ist, dass nach der pharmakologischen Manipulation die Onset-Latenz der gra-
nuléren Senke nach Nah-BF-Stimulation verkiirzt war, sich jedoch kein Effekt auf die Latenz nach
BF-Stimulation feststellen lief} (siehe graue gestrichelte Linie als Referenz). Weitere Erlduterungen
siehe Text.

Stimulation durch Blockade der intracorticalen Verarbeitung verkiirzt wurde, sowie
auch die entsprechenden Quellen Q1 und Q3 (zum Vergleich graue Linie, Abbildung
B.-2AB). Die Onset-Latenz der BF-evozierten S1 wurde hingegen nicht beeinflusst.
Die Deaktivierung der intracorticalen Verarbeitung hat entsprechend unterschied-
liche Einfliife auf die evozierten Antworten nach BF- beziehunsgweise Nah-BF-
Stimulation. Die Onset-Latenz der monosynaptischen afferenten Eingiinge scheint
hingegen weitgehend unabhéngig von der Stimulationsfrequenz zu sein. In diesem
Zusammenhang soll erwdhnt werden, dass die afferenten Eingédnge aus dem vMGB
in AT nur etwa 10-20% der Synapsen in den granliren Schichten darstellen (Bensha-
lom & Whitel 1986; |Ahmed et al.; [1997). Entsprechend scheinen die starken intra-
corticalen Verbindungen die Antworteigenschaften mafigeblich zu beeinflussen. Zur
weiteren Quantifizierung dieser Effekte wurden die Peak-Amplituden und die Onset-
Latenzen der granuldren Senke S1 vor und nach Deaktivierung nach verschiedenen

Stimulationsfrequenzen weiter analysiert.
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3.1.3 Quantifizierung thalamocorticaler und intracorticaler

Anteile der corticalen laminaren Aktivierungen

Zunichst wurden die Onset-Latenzen und die Peak-Amplituden aller CSD-Para-
meter vor der Deaktivierung in Abhéngigkeit des spektralen Eingangs quantifiziert.
Die grofiten mittleren Peak-Amplituden wurden nach BF-Stimulation in granuléren
Schichten gefunden (-1.11 4+ 0.21 mV/mm?). Supragranulire Aktivierungen lagen
im Mittel bei -0.37 £ 0.05 mV/mm? und infragranulére bei -0.20 & 0.02 mV/mm?.
Nach corticaler Deaktivierung mit Muscimol oder Muscimol4+SCH50911 lagen die
Amplituden der spiteren Komponenten (S2, S3) unterhalb des Schwellenkriteriums
von 0.005 mV/mm?, was darauf hinweist, dass extragranulire Schichten in anis-
thesierten Tieren weitgehend intracorticale Eingéinge erhalten. Die granulire Senke
hingegen wurde durch intracorticale, wie thalamocorticale Eingénge evoziert und
zeigte entsprechend unterschiedliche Anderungen. Die mittlere Peak-Amplitude der
S1 reduzierte sich bei beiden Deaktivierungsmethoden um etwa 88% nach BF- und
etwa 83-96% bei Nah-BF-Stimulation (siehe Tabelle [B.1]A). Dieses Ergebnis ist kon-
sistent mit intrazelluldren Ableitungen, welche zeigten, dass pharmakologisch isolier-
te thalamocortical evozierte postsynaptische Potentiale relativ unabhingig von der
Stimulationsfrequenzen sind (Liu et al 2007). Die evozierte S1 nach Deaktivierung
zeigte entsprechend #dhnliche Amplituden nach BF- und Nah-BF-Stimulation, vor
allem bei Applikation von Muscimol4+SCH50911 (siehe Abbildung [3.3A).

Fiir die Anderungen der Onset-Latenz ergeben sich im Gegensatz dazu allerdings
deutliche Unterschiede zwischen der BF- und Nah-BF-evozierten S1. Nach BF-
Stimulation zeigte sich, wie in Abbildung gezeigt, kein Unterschied (gepaarter
t-Test, p=0.92). Bei Nah-BF-Stimulation, was entsprechend dem Randbereich des
thalamocorticalen Einganges entspricht, wurden die Onset-Latenzen jedoch signifi-
kant kiirzer (p>0.001, siche Abbildung [3.3B). Der selektive Effekt auf die Onset-
Latenz der Nah-BF-evozierten Antworten weist entsprechend auf eine unterschied-
liche Rekrutierung thalamocorticaler und intracorticaler synaptischer Populationen

an den entsprechenden corticalen Bereichen vor und nach der Deaktivierung hin.
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A. Relative Reduktion der S1-Amplitude

Muscimol , 0.2-1.0 pg/ul Naiv Post-Deakt. % Reduktion
BF - 1.111 -0.134 87.9

+ 1-2 Oktaven -0.677 -0.05 92.6

+ 1-2 Oktaven -0.233 -0.041 82.5
Muscimol4+SCH50911, [1:1.5] Naiv Post-Deakt. % Reduktion
BF -1.044 -0.103 89.74

+ 1-2 Oktaven -0.796 -0.107 86.51

+ 1-2 Oktaven -0.621 -0.079 87.24

B. Differenz der Quellen-Amplituden Q1 und Q3
Amplituden-Differenz (Q3-Q1) BF +1 Okt. +2 Okt.
Naiv 0.740 0.485 0.280
Post-Deaktivierung 0.022 0.001 -0.006

Tabelle 3.1: A. Vergleich der mittleren Peak-Amplituden [mV/mm?] und der relativen Redukti-
on der granuldren Senke nach den verschiedenen Deaktivierungsmethoden. Zu beachten ist, dass
die relative Reduktion in beiden Fillen dhnlich war, aber im Falle der Applikation von Musci-
mol+SCHS50911 die evozierten Amplituden noch unabhiingiger von der Stimulationsfrequenz waren
(Liu et al., 2007). B. Vergleicht man die Differenz der mittleren Peak-Amplituden [mV/mm?] der
Quellen Q1 und Q3 vor und nach der Deaktivierung, so wird deutlich, dass die Amplitudenunter-
schiede der Q1 und Q3 durch die Deaktivierung aufgehoben wurden.

3.1.4 Laminare Konvergenz afferenter und intracorticaler
synaptischer Eingange

Die zeitlich, wie rdumlich hohe Auflésung laminarer synaptischer Prozesse anhand
der CSD-Analyse ermoglicht, die zuvor beschriebenen Effekte auf der Ebene der
corticalen Mikroarchitektur zu untersuchen. Hierzu wurden die mittleren Onset-
Latenzen (£SEM) der verschiedenen Senken-Komponenten schichtspezifisch aus-
gewertet. Abbildung zeigt die laminare Organisation der mittleren Onset-
Latenzen der Senken S1 bis S3 nach Stimulation mit verschiedenen Reinton-Frequen-
zen. Wie bereits gezeigt, war die Aktivierung der granuldren Schicht nach BF-
Stimulation die schnellste Aktivierung im priméren auditorischen Cortex. Die gra-
nuldre S1 wies dabei identische Onset-Latenzen in corticalen Tiefen von 600 pm
bis 1100 pm auf. Die S1 nach Nah-BF- oder Nicht-BF-Stimulation hingegen hatte
zum einen lingere Onset-Latenzen und zeigte des Weiteren die initialen Aktivie-
rungen in der Schicht 111, sowie oberen Schicht TV, und einen zeitlichen Verzug der

Aktivierungen in Richtung der tieferen Schicht V. Im Detail erstreckte sich die S1

49



A Peak-Amplitude B Onset-Latenz

2
1
.
&
N
\
N oW
o &
. .
—0—i
0=

-0.44

S
N
[«))

I

N
N
1
I—Og‘i‘

T
AN

o
o
1

-
o)
L

Mittlere Peak-Amplitude [mV /mm
N <}
o o
Mittlere Onset-Latenz [ms]
o
—_——
—_—0—

-
N
N
N
[e2]
!

=0 Naiv -0 Naiv

—e— Muscimol —e— Muscimol
Muscimol + SCH50911 Muscimol + SCH50911
T T T T T T

4 3 2 1 0 1 2 3 4 4 3 -2 1 0 1 2 3 4

Frequenzabstand zur BF [Oktaven] Frequenzabstand zur BF [Oktaven]

N
~
L

Abbildung 3.3: Quantitativer Vergleich der Effekte beider Deaktivierungsmethoden
auf die granulidre Senke. Die Gegeniiberstellung beider Deaktivierungsmethoden, Applikation
des GABA 4-Agonisten Muscimol alleine (schwarz) oder durch zusitzliche Applikation des GABA -
Antagonisten SCH50911 (grau), sollten mogliche Nebeneffekte des Muscimol auf prisynaptische
Prozesse des thalamocorticalen Einganges ausschliefilen. A. Mittlere Peak-Amplituden (+=SEM) der
granuldren Senke nach Reinton-Stimulation unterschiedlicher Frequenzen zeigten, dass die Antwor-
ten im naiven Zustand (gestrichelt) im BF- und Nah-BF-Bereich durch beide Methoden drastisch
reduziert, und im Nicht-BF-Bereich ginzlich geblockt wurden (siehe auch Tabelle[3.1]A). B. Mittle-
re Onset-Latenzen (£SEM) der S1 wurden nach Deaktivierung selektiv im Nah-BF-Bereich beein-
flusst. Effekte zwischen den Deaktivierungsmethoden waren dabei in beiden Fillen nicht signifikant.
Erlduterungen siehe Text. *gepaarter t-Test, p<0.01

nach Nah-BF-Stimulation iiber corticale Tiefen von 500 pm bis 1000 pm, wobei
die initiale Aktivierung in Schicht III begann und die Schichten VI und V etwa 1-5
ms spiter aktiviert wurden, im Vergleich zur BF-Stimulation. Granulédre Aktivierun-
gen nach Nicht-BF-Stimulation zeigten einen dhnlichen laminaren Latenzverlauf: die
Nicht-BF-evozierte S1 begann in Schicht III etwa 2 ms spiter als die BF-evozierte
Antwort und hatte in Schicht IV entsprechend etwa 2-4 ms lingere Latenzen. Die
Aktivierungen erstreckten sich nicht bis in Schicht V (Ausdehnung von 400 pm bis
900 pm corticaler Tiefe).

Diese Befunde zeigen, dass unterschiedliche synaptische Populationen fiir die gra-

nuldre Aktivierungen nach BF-; Nah-BF und Nicht-BF-Stimulation verantwortlich
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sind. Dabei konnten horizontale Verschaltungen, welche in benachbarten Bereichen
in den oberen granuliren Bereichen terminieren, die beschriebenen Unterschiede
erkliren, in Ubereinstimmung mit anatomischen Befunden, die zeigen, dass promi-
nente lokale horizontale Verbindungen iiber Schicht II/III projizieren (Ojima et al.,
1991} |Budinger et al., [2000a; Dantzker & Callawayl, [2000)). Die Schichten IT/III wiir-
den entsprechend einen wichtigen Beitrag zur interkolumnéren Integration breiter
spektraler Informationen leisten. Hierauf wird im folgenden Abschnitt weiter
eingegangen.

Neben der initialen Senke S1 zeigten auch die nachfolgenden spéteren Komponenten
Unterschiede in Abhéngigkeit der Stimulationsfrequenz. Entsprechend der zeitlichen
laminaren Latenzverldufe konnen Riickschliisse auf die Generatoren der corticalen
Mikroschaltkreise geschlossen werden, welche die crosslaminaren Prozessierung er-
moglichen. Nach BF-Stimulation wurden die oberen Schichten durch direkte intra-
kolumnére Verbindungen aktiviert (Bannister, 2005; |Sakata & Harris, 2009), was an-
hand der gleichférmigen Latenz in Richtung oberer Schichten der S2 deutlich wird
(Abbildung [3.4]A). Bei Stimulation mit Nah-BF/Nicht-BF-Frequenzen zeigte sich
hingegen ein entgegengesetzter laminarer zeitlicher Verlauf der S2 (kiirzere Laten-
zen in Schicht I/11), welcher unterschiedliche Eingéinge in oberen Schichten vermuten
ldsst. Diese Eingédnge miissten demnach von corticalen Bereichen stammen, fiir wel-
che die prisentierte Frequenz die BF darstellt, und wiren demnach unabhéngig von
der intrakolumniren kaskadischen Weiterleitung von granuldren Schichten in die
oberen Schichten. Diese Hypothese ist in Einklang mit dem Befund, dass die mitt-
leren Peak-Amplituden der Senke S2 weniger stark durch die Stimulationsfrequenz
beeinflusst wurden, als die der S1 (mittlere Peak-Amplitude (=SEM) der S2 nach
Stimulation mit der BF: -0.37 £+ 0.05 mV/mm?, Nah-BF: -0.31 £+ 0.1 mV/mm? und
Nicht-BF: -0.28 + 0.02 mV/mm?; vergleiche mit Abbildung . Die Aktivierung
der infragranuldren Schicht V und VI (S3) wurde ausschlieilich bei BF- und Nah-
BF-Stimulation gefunden, wenn sich die granulére Senke S1 bis in die obere Schicht
V ausdehnte, was auf intrakolumnére Generatoren hinweist (Budinger et al., | 2000a;

Bannister, |2005)).
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Abbildung 3.4: Laminare Verarbeitung konvergierender thalamocorticaler und intra-
corticaler synaptischer Populationen. A. Mittlere Onset-Latenzen (+=SEM) der drei Haupt-
bestandteile des corticalen CSD-Profils (S1 = 400-1100 pgm, S2 = 0-500 pm, S3 = 1200-1600
pm) nach BF-, Nah-BF- und Nicht-BF-Stimulation. B. Detaillierte Darstellung der Pharmaka-
induzierten Effekte auf die mittleren Onset-Latenzen (£SEM) der robusten Senke S1 nach BF-
und Nah-BF-Stimulation (gemittelte Resultate aus +£1-2 Oktaven Abstand zur BF). Die corticale
Deaktivierung beeinflusste die rdumliche und zeitliche Struktur der granuldren Senke nur nach
Stimulation mit Nah-BF-Frequenzen. Die corticale Schichtung wurde entsprechend einer histologi-
schen Populations-Analyse eingeteilt (n=5, siche Abschnitt [3.2.1))
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Dennoch ist bislang unklar, wie intrakolumnére und horizontale Beitrige mit direk-
ten afferenten Eingdngen auf laminarer Ebene in den granuldren Eingangs-Schichten
konvergieren. Um dieser Frage nachzugehen wurden die Pharmaka-induzierten Ef-
fekte auf die mittleren laminaren Onset-Latenzen der granuldren Senke ausgewer-
tet. Abbildung zeigt den entsprechenden Bereich der S1 im Detail. Nach BF-
Stimulation zeigte die S1 keine Anderung des laminaren Latenz-Profiles (schwarz,
gepaarter t-Test, p=0.92), jedoch eine reduzierte vertikale Ausdehnung auf corti-
cale Bereiche von 700 pym bis 1100 gm. Dieser Befund, und die starke Reduktion
der evozierten Amplituden der S1 (siehe Tabelle weisen darauf hin, dass die
Hyperpolarisation der Neurone in den granuldren Schichten eine effektive Rekrutie-
rung rekurrenter exzitatorischer Verstirkerschaltkreise zwischen den Schichten IV
und ITI/IT durch afferente Eingéinge verhindert (Douglas & Martin) 2004} Liu et al.
2007). Nach der Deaktivierung zeigte sich allerdings bei Nah-BF-Stimulation (hell-
blau), dass sich die laminare Position der initialen Antwort von der oberen Schicht
IV und IIIb (450-700 pm) in die tiefere Schicht IV und Va (700-1000 pm) verschob,
wobei die kurz-latente Aktivierung der oberen Schicht IV und TIIb ginzlich weg-
fiel und sich die Latenz in den tieferen Schichten IV und Va um 2 ms verkiirzte.
Dadurch dhnelten sich nun die laminaren Profile der robusten S1 nach BF- und
Nah-BF-Stimulation stark. Nicht-BF-evozierte Antworten sind in Abbildung
nicht gezeigt.

Daraus resultiert, dass die granuldre Senke nach BF-Stimulation initial hauptséchlich
auf der Aktivierung thalamocorticaler Synapsenpopulationen beruhte. Im Gegen-
satz dazu wurden die granuldren Schichten nach Nicht-BF-Stimulation ausschlie3-
lich durch horizontale Eingénge angeregt, da keine verbleibenden Eingéinge nach
Deaktivierung zu finden waren. Fiir dazwischen liegende spektrale Distanzen zur
BF scheinen in den corticalen Tiefen von 700 pum bis 900 pm zeitlich hoch prézi-
se thalamocorticale und intracorticale Eingédnge zu konvergieren, welche die initiale
Aktivierung der corticalen Kolumne modulieren, in dem eine raumlich und zeitlich

prizise Aktivierung bestimmter synaptischer Populationen ermdoglicht wird.
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3.1.5 Analyse der zeitlichen Struktur konvergenter

Eingangssysteme im auditorischen Cortex

Wie eingangs erldutert, schligt die bestehende Literatur eine Arbeitsteilung zwi-
schen thalamocorticalen und horizontalen Eingingen zur Prozessierung von BF-
beziehungsweise Nicht-BF-Informationen vor. Dennoch ist unklar, wie die beiden
Eingangssysteme dort interagieren, wo die spektralen Beitriige aus beiden Systemen
am stérksten iiberlappen (Nah-BF-Bereich). Im vorigen Abschnitt wurde gezeigt,
dass die initalen Antworten nach Stimulation mit Frequenzen nahe der BF tatséch-
lich durch eine zeitlich hoch prizise Konvergenz der afferenten mit intracorticalen
Eingéngen moduliert wird. Es bleibt jedoch offen, ob dabei horizontale Verbindun-
gen mit den afferenten Eingingen konvergieren, oder ob die initialen Aktivierungen
durch intrakolumnére Schaltkreise verstiarkt werden (Liu et al., 2007). Aufgrund der
Superposition von CSD-Komponenten wire es prinzipiell moglich, dass sehr schwa-
che afferente Einginge nach Nah-BF-Stimulation intrakolumnére Verstarkerschalt-
kreise aktivieren, so dass die Uberlagerung beider synaptischer Prozesse die charak-
teristischen Latenz-Gradienten der CSD-Profile erklérten. Allerdings sprechen die
dhnlichen Amplituden afferenter Eingéinge {iber verschiedene Stimulationsfrequen-
zen hinweg eher fiir eine Beteiligung lokaler horizontaler Verbindungen zwischen den
granuldren Schichten corticaler Kolumnen. Diese Hypothese soll anhand einer von
uns erstmals entwickelten Analysemethode fiir laminare CSD-Profile iiberpriift wer-
den (Happel et al., [2010b, Jeschke und Ohl, in Vorber.).

Dabei soll eine vergleichende Analyse der gemittelten, gleichgerichteten CSD (AV-
REC), als Ma#8 fiir den zeitlichen Verlauf des transmembranalen Gesamtladungsflus-
ses iiber die corticalen Schichten hinweg (Givre et al., 1994; |Schroeder et al.| [1998)),
und der relativen Residuen der CSD (Harding, 1992, ; siehe Abschnitt [2.4.2.4), die
Untersuchung der Konvergenz thalamocorticaler und spezifisch der horizontalen Ver-
bindungen ermdglichen. Die Idee basiert dabei auf folgender Uberlegung: priasynap-
tische Aktivierungen verursachen einen massiven Kalzium-Ionen-Einstrom, welcher

sich zu einem signifikanten Anteil des lokalen Feldpotentials aufsummiert (Tenke
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et al., [1993; Stolzel et al., 2008]). Aufgrund der weitgehenden orthogonalen Ausrich-
tung der thalamocorticalen und der horizontalen, interkolumnéiren Verbindungen
(Abbildung [3.5]A, rechts), sollten diese unterschiedliche Beitriige zu den relativen
Residuen der CSD liefern, welche durch lineare Ableit-Arrays orthogonal zur corti-
calen Oberfldche gemessen werden. Das LFP wird innerhalb eines Zylinders um die
Ableitachse herum gemessen (etwa 250 pm im Durchmesser; Katzner et al., 2009), so
dass sich ausgleichende Senken und Quellen bei Aktivierung lateraler Verbindungen
eher auflerhalb dieses Zylinders befinden. So sollten bei einer Gesamtaktivierung,
gemessen anhand der AVREC, die Beitriage lateraler Verbindungen stirker zu den
relativen Residuen beitragen, als die parallel zur Ableitachse liegenden thalamocor-
ticalen Synapsenpopulationen (siehe schematische Darstellung in Abbildung ,
links).

Die Analyse der zeitlichen Beziehung der Ton-evozierten AVREC und der relati-
ven Residuen der CSD zeigte vor der Deaktivierung ein charakteristisch unter-
schiedliches Latenzprofil in Abhéngigkeit der Stimulationsfrequenz (siehe Abbildung
3.5B). Bei BF-Stimulation (hier 0.5-1 kHz, gemessen an der maximalen AVREC-
Amplitude) war die Onset-Latenz der AVREC-Wellenform am kiirzesten (graue ge-
strichelte Linie) und zeigte einen Latenzverschub mit Entfernung zur BF (rote Punk-
te zeigen Schnittpunkt mit dem 3-SD-Schwellenwert der Pristimulus-Grundlinie
an). Im Gegensatz dazu wiesen die relativen Residuen kiirzere Latenzen bei Nicht-
BF-Stimulation (0.25 und 2-16 kHz) auf und waren signifikant linger nach BF-
Stimulation (vergleiche graue gestrichelte Linie). Zuvor wurde gezeigt, dass die Ak-
tivierung nach BF-Stimulation weitgehend auf thalamocorticalem Eingang beruht,
wobei Nicht-BF-Aktivierungen ausschliefflich iiber horizontale Verbindungen getra-
gen werden, was der skizzierten Situation in Abbildung [3.5]A (links) entspricht. Ent-
sprechend waren im Falle der BF-Stimulation die Onset-Latenzen der AVREC kiir-
zer, als die der relativen Residuen. Bei Stimulation abseits der BF zeigten beide
Parameter hingegen einen gleichen zeitlichen Beginn. Der kritische Test, um zu zei-
gen, dass die relativen Residuen tatséchlich nur auf der Aktivierung intracorticaler

horizontaler Prozesse, und nicht etwa auf méglichen Kollateralen thalamocorticaler
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Abbildung 3.5: Analyse der zeitlichen Struktur horizontaler Einginge anhand absolu-
ter und relativer Ladungsverschiebungen. A. Die AVREC reflektiert den zeitlichen Verlauf
des gesamten Ladungsflusses an einer Messposition, wihrend die relativen Residuen der CSD Auf-
schluss iiber die momentane Unausgeglichenheit der Senken und Quellen geben. Die weitgehend
orthogonale Orientierung thalamocorticaler und intracorticaler Faserverbindungen entspricht den
kanonischen Faserorientierungen im sensorischen Cortex (schwarze Schematisierung iibernommen
aus: |Creutzfeldt, 1983) und kann anhand einer Neurofilament-Fiarbung (SMI32-Férbung) nach-
vollzogen werden (mit freundlicher Genehmigung von Dr. Eike Budinger). So kann die vergleichen-
de Analyse der absoluten Ladungsverschiebung (AVREC) und der relativen Ausgeglichenheit der
Senken und Quellen (relative Residuen der CSD) Riickschliisse auf die zeitliche Integration beider
Subsysteme liefern. B. AVREC und relative Residuen nach Reinton-Stimulation in AI (naiv). Ro-
te Punkte markieren die Onset-Latenzen (>3SD-Schwellenkriterium) C. Nach pharmakologischer
Blockade aller intracorticaler Aktivierungen konnten keine signifikanten Ton-evozierten relativen
Residuen gemessen werden. Die AVREC-Wellenform zeigte die thalamocorticale Restaktivierung
bei BF-Stimulation an. Nidhere Erlduterungen siehe Text.
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Abbildung 3.6: Quantitative Auswertung der Onset-Latenzen der AVREC und relati-
ven Residuen. A. Der Vergleich der mittleren Onset-Latenzen (=SEM) beider Parameter zeigte,
dass nach BF-Stimulation die AVREC signifikant kiirzere Latenzen aufwies, als die relativen Resi-
duen (gepaarter t-Test, p=0.0006), sich aber keine signifikanten Unterschiede bei Nah-BF /Nicht-
BF-Stimulation ergaben. Mittlere Onset-Latenzen (£SEM) der relativen Residuen zeigten signi-
fikante Unterschiede nach BF- und Nah-BF-Stimulation (p=0.023), aber keinen Unterschied zwi-
schen BF- und Nicht-BF-Stimulation (n.s.; p=0.173). B. Die corticale Deaktivierung blockierte
alle Ton-evozierten relativen Residuen. Die AVREC zeigte hingegen keine Ton-evozierten Deflek-
tionen nach Nicht-BF-Stimulation. Nach BF- und Nah-BF-Stimulation waren die Onset-Latenzen
hingegen nicht signifikant unterschiedlich (n.s.; p=0.43).

Aste beruht, ist die komplette Reduktion signifikanter Deflektionen der Residuen
nach corticaler Deaktivierung (siehe Abbildung [3.5C). Die AVREC-Wellenform war
zwar schwécher in Amplitude und Bandbreite, doch war der verbleibende Eingang
thalamocorticaler Projektionen nach BF-Stimulation noch signifikant vorhanden.

Abbildung [3.0)A zeigt eine quantitative Analyse der Latenzbeziige zwischen AVREC
und relativen Residuen, basierend auf dem gesamten Datensatz (n=13). Die mitt-
leren Onset-Latenzen (£SEM) der AVREC waren nach BEF-Stimulation signifi-
kant kiirzer, als die der relativen Residuen (um 7.75 + 0.55 ms; gepaarter t-Test,
p=0.0006), aber nicht signifikant unterschiedlich nach Nah-BF- (p=0.38) und Nicht-
BF-Stimulation (p=0.58). Demnach existiert nur bei Stimulation mit der BF ein kur-
zes Zeitfenster, in welchem die corticale Aktivierung ausschliefilich auf thalamocor-
ticalen oder lokalen intrakolumnéren synaptischen Verbindungen beruht. Entspre-
chend zeigte die AVREC nach BF-Stimulation signifikant kiirzere Latenzen, als nach
Nah-BF- (p=0.001) und Nicht-BF-Stimulation (p=0.0007). Die Onset-Latenzen der

relativen Residuen hingegen waren nach Nah-BF-Stimulation signifikant kiirzer, als
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nach BF-Stimulation (p=0.024), aber nicht signifikant unterschiedlich nach Nicht-
BF-Stimulation (p=0.173, siche Abbildung ) Daraus ldsst sich schlussfolgern,
dass horizontale Verbindungen tatsdchlich zeitlich hoch prizise zur initialen Akti-
vierung einer corticalen Kolumne beitragen, wenn die Stimulationsfrequenz nicht
genau der BF entspricht. So zeigte sich nach der Deaktivierung (>60 Minuten
nach Applikation) keine signifikante Anderung der Onset-Latenzen der AVREC
nach BF-Stimulation (p=0.71), sowie keine signifikanten Unterschiede zwischen BF-
und Nah-BF-Stimulation (p=0.43, siche Abbildung [3.6B). Die Blockade intracor-
ticaler Aktivierungen verhinderte Ton-evozierten AVREC-Deflektionen nach Nicht-
BF-Stimulation, sowie Deflektionen der relativen Residuen generell.
Schlussfolgernd konnte somit die oben geduflerte Hypothese der Interaktion poten-
tiell anatomisch iiberlappender thalamocorticaler und horizontaler Eingangssyste-
me entsprechend der préisentierten Reinton-Frequenz bestétigt werden. Zusammen-
genommen zeigen die Ergebnisse, dass lokale horizontale Verbindungen, welche in
den oberen granuldren Schichten terminieren direkt mit afferenten Eingingen kon-
vergieren und die initiale Antwort im auditorischen Cortex bei Stimulationen mit
Nicht-BF-Frequenzen bedingen. Kurzgefasst tragen so verschiedene Eingangssyste-
me im priméren auditorischen Cortex zur spektralen Integration von Frequenzin-
formationen bei: (1) thalamocorticale Eingéinge terminieren in granulidren Bereichen
tiber einzelne Isofrequenzkolumnen hinaus (Budinger et al., 2000a; Huang & Winer,
2000). (2) Diese rekrutieren intrakolumnér die rekurrenten exzitatorischen Verstér-
kerschaltkreise (Douglas & Martin, [2004; [Liu et al, 2007), sowie (3) lokale horizon-
tale Verbindungen zwischen corticalen Kolumnen mit benachbarten Frequenzprife-
renzen (Nah-BF-Bereich; Ojima et al., [1991; Budinger et al., [2000al). (4) Zusétzlich
tragen weitreichende horizontale Verbindungen zu den Randbereichen der spektral
verfiigharen Informationen an einer corticalen Stelle bei (Kadia & Wang, [2003; Me-
therate et al., 2005; Moller et al., |2010). Eine genauere Diskussion der verschiedenen
Projektionssysteme zur spektralen Integration findet sich in der Diskussion in Ab-
schnitt 1.4l

Zwar verliert man durch die Rektifizierung der CSD-Werte bei der Berechnung der
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AVREC die Information iiber die Richtung des Ladungsflusses iiber die Membranen,
doch hat der oben angestrengte Vergleich der zeitlichen Struktur der Wellenformen
der AVREC und der relativen Residuen der CSD gezeigt, dass bei Stimulation mit
der BF zunichst lokale, intrakolumnére Prozesse aktiviert werden, und horizontale
Einginge mit einem Latenzverzug von etwa 8 ms integriert werden. Vergleicht man
die AVREC-Wellenform mit dem jeweilig evozierten CSD-Muster, so fillt auf, dass
die AVREC im auditorischen Cortex durch mehrere Phasen charakterisiert ist, wie
bereits im visuellen Cortex beschrieben (siehe Abbildung Givre et al., [1994;
Schroeder et al., [1998). Die initiale Phase (1) zeigt dabei die hochste Amplitude
(1.48 mV/mm?) und iiberlappt mit einer zweiten Phase (2). Die folgende Phase
(3) ist deutlich kleiner und spét-latent. Die Phase (1) korreliert zeitlich mit starken
Aktivierungen in den granuldren Schichten. Phase (2) und (3) korrelieren mit Akti-
vierungen der extragranuldren Schichten. Durch die corticale Deaktivierung kénnen
diese Phasen erstmals bestimmten Generatoren der intracorticalen Mikroarchitek-
tur zugeordnet werden. Muscimol blockiert die Phasen (2) und (3) génzlich und
reduziert die Amplitude der Phase (1) um das etwa 10-fache (0.14 mV/mm?). Diese
Reduktion, sowie eine zeitliche Verkiirzung der Peak-Latenz der Phase (1) spie-
geln dabei die effektive Rekrutierung rekurrenter exzitatorischer Mikroschaltkreise
zwischen den Schichten IV und III/IT durch afferente Eingéinge vor der Deakti-
vierung wider. Eine Separierung der Phase (1) und (2) wurde allerdings nur nach
BF-Stimulation festgestellt, so dass diese erste Phase als Anzeichen starker lokaler
intrakolumnérer Rekurrenz angesehen werden kann. Dies wird im weiteren Verlauf

noch von Wichtigkeit sein.

3.1.6 Weitreichende intracorticale Projektionen und ihr

spektraler Beitrag

Um die Beitrdge der oben beschriebenen weitreichenden intracorticalen Projektionen
zur Représentation der spektralen Stimulus-Energie an einem bestimmten cortica-

len Bereich genauer zu bestimmen, wurden die mittleren spektralen Bandbreiten
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Abbildung 3.7: Generatoren verschiedener zeitlicher AVREC-Komponenten. A. Re-
préisentatives Beispiel einer triphasischen AVREC-Wellenform und zugehorigem CSD-Profil nach
Stimulation mit der BF. Die Phase (1) kann der starken granulidren Aktivierung zugeordnet wer-
den. Phasen (2) und (3) spiegeln extragranuldre Aktivierungen wider B. Nach der Deaktivierung
blieb einzig die erste Phase (1) bestehen, jedoch deutlich reduziert. Die tatsiichliche Separierung
der iiberlagerten Phasen (1) und (2) war nur nach BF-Stimulation zu sehen und reflektiert die
starken intrakolumnéren rekurrenten Exzitationen.

corticaler Antworten in Al in Oktaven (£SEM) von verschiedenen Parametern ver-
glichen (bei akustischer Stimulation mit 20 dB SPL iiber dem 2-SD-Schwellenwert;
sieche Methoden). Im naiven Cortex zeigten sich vergleichbare Antwortbandbreiten
der granuliren S1 (6.38 &+ 0.92 Oktaven), sowie der AVREC (6.66 + 1.08 Oktaven)
und der relativen Residuen der CSD (6.79 & 1.25 Oktaven; Abbildung[3.8} p>0.05).
Die unbeeinflussten mittleren Antwortbandbreiten (n=13) wurden verglichen mit
Bandbreiten nach Muscimol-Applikation (BW,;, n=10) und Muscimol+SCH50911-
Applikation (BW¢, n=3). Beide Deaktivierungsmethoden verursachten eine gleich
starke Verringerung der Bandbreiten (in Oktaven) der S1 (BW,: 3.29 £+ 1.49, BW:
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3.16 + 0.98, p=0.64) und der AVREC (BW,;: 2.88 + 0.52, BW¢: 3.25 + 0.88,
p=0.48). Dieses Ergebnis zeigt, dass weitreichende intracorticale Projektionen tat-
séchlich Spektralinformationen im auditorischen Cortex iiber weite Bereiche distri-
buieren und so die mittlere Antwortbandbreite zumindest im unterschwelligen Be-

reich vergroflern (Kadia & Wang| 2003; [Metherate et al., 2005; Moller et al., 2010)).

Da keine Unterschiede der beiden Deaktivierungsanséitze gefunden wurden, kann
ausgeschlossen werden, dass die GABA g-vermittelte Inhibition drastische Einfliisse

auf die Abstimmbandbreiten im priméren auditorischen Cortex hat.

Antwortbandbreite

granuldre Senke (S1) AVREC relative Residuen

— keine Daten nach _

Deaktivierung

Bandbreite bei 20dB-Schwelle [Oktaven]

Abbildung 3.8: Reduzierte Antwortbandbreite nach corticaler Deaktivierung. Die mitt-
lere Antwortbandbreite in Oktaven (£SEM) bei Stimulation mit 20 dB SPL {iber der 2-SD-Schwelle
zeigte im naiven Cortex vergleichbare Werte der granulidren S1, der AVREC, sowie der relativen
Residuen der CSD. Nach corticaler Deaktivierung waren die Bandbreiten der S1 und der AVREC
signifikant verringert, jedoch ohne Unterschied zwischen den beiden verschiedenen pharmakologi-
schen Ansitzen (n.s.; Muscimol oder Muscimol+SCH50911). **p<0.01.

61



3.2 Histochemische und metabolische Verfahren

3.2.1 Histochemie und Histologie

Die dargestellten Befunde des ersten Teils wurden auf dem Hintergrund der schichts-
pezifischen corticalen Schaltkreise diskutiert. Hierzu miissen die CSD-Profile der
histologisch bestimmbaren corticalen Schichtung zugeordnet werden. Anhand der
histochemischen Analyse von Kresylviolett-Férbungen (siehe Abschnitt und An-
hang wurden die corticalen Schichten auf der Basis vorheriger anatomischer
Arbeiten bestimmt (Abbildung [3.9]A; Budinger et al), [2000b). Bei 5 Tieren wurde
eine detaillierte Analyse der Schichtdicken entsprechend dieser histologischen Aufar-
beitung durchgefiihrt (siehe Tabelle . Die mittleren Schichtdicken wurden in Ab-
bildung zur Einteilung der corticalen Schichtung genutzt. Es zeigte sich anhand
der reduzierten Zelldichte weiterhin, dass die Multikanal-Schaftelektrode orthogonal
zur corticalen Oberfléiche inseriert wurde (Abbildung [3.9)A).

Des Weiteren wurden anhand dieser Daten auch die Schichttiefen der elektrischen
Stimulation fiir den folgenden zweiten Teil ausgewihlt, um eine moglichst schichts-
pezifische Aktivierung im Cortex zu erlauben. So wurden, wie in Abschnitt[2.2.2dar-
gestellt, die Stimulationstiefen gewdhlt mit 100 gm (Schicht I/II), 600 pm (Schicht
III/IV) und 1200 pm (Schicht V/VI). Nach den Experimenten mit elektrischer Sti-
mulation wurden monophasische, anodische Strompulse (5 pA) fir 25 Sekunden
appliziert, um in der spéteren histologischen Analyse die Lokalisation der Elektro-

den anhand der Eisenabscheidung iiber eine Berliner Blau-Reaktion nachzuweisen

(siehe Abbildung [3.9B).

3.2.2 Autometallographische Analyse der corticalen

Deaktivierung

In Kollaboration mit der Gruppe ,,Funktionelle Neuroanatomie* des Leibniz-Institutes
konnten wir gemeinsam mit Dr. Jiirgen Goldschmidt in einer separaten Studie einen

Nachweis auf zelluldr-metabolischer Ebene erbringen, dass die pharmakologische De-
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Insertion der Multikanal-Schaftelektrode
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Striatum

ACx
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Abbildung 3.9: Histochemische Analyse der Positionierung der implantierten Ableit-
und Stimulations-Elektroden. A. Beispiel der histochemischen Analyse einer Kresylviolett-
Farbung anhand welcher die gemessenen CSD-Profile den corticalen Schichten zugeordnet wurden.
Die Insertion der Multikanal-Ableitelektrode (weiler Pfeil) kann anhand der reduzierten Zelldich-
te (verminderte Nissl-Farbung) begutachtet werden. Entsprechende Schichtdicken wurden anhand
des Nissl-Bildes nach anatomischen Kriterien (Budinger et al.,[2000d) bestimmt. Skalierungsbalken
entspricht 400 pm. B. Detaillierte Aufsicht auf den in A. gekennzeichneten Ausschnitt in etwa 120
pm rostraler Distanz (Schnittdicke etwa 40 pm) mit Markierung der inserierten Stimulationskané-
le. Anhand der Eisenabscheidung konnten diese durch die Berliner-Blau-Féirbung den jeweiligen
Schichttiefen zugeordnet werden. Skalierungsbalken entspricht 200 gym. ACx - auditorischer Cortex,
HC - Hippocampus, DG - Gyrus Dentatus des HC, EC - Capsula Externa. IC - Capsula Interna.
I-VI - Corticale Schichten. Weitere Erlduterungen siehe Text.
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Relative Schichtdicken im Cortex (AI) - [pym]

Tier | Cortex LI LII LIIT LIV LV LVI S1
1 1697 144 154 156 388 612 243 375
2 1560 69 106 107 151 047 622 195
3 1618 127 227 289 166 300 488 180
4 1714 135 246 381 168 244 531 180
) 1593 91 127 161 209 485 520 160
MW | 163630 113+14 172428 219451 216+44 438471 481£64 | 238437

Tabelle 3.2: Die histologische Analyse der corticalen Schichtdicken in fiinf Tieren zeigte trotz inter-
individueller Unterschiede &hnliche Beziige der relativen Schichtdicken zueinander. Dabei konnte
die laminare Ausdehnung der robusten Senke S1 nach Deaktivierung korreliert werden mit der
Dicke der granuliren Schicht IV (Einseitiger Rang-Korrelations-Koeffizient nach Pearson zwischen
Schicht IV-Dicke und S1-Ausdehnung (Post-Deaktivierung): R = 0.972). Entsprechend der Aus-
dehnung thalamocorticaler Projektionen {iber Schicht IV hinaus (zum Teil bis in IIIb oder Va;
Hackett), [2010), ist die mittlere Ausdehnung der S1 etwas gréfier, als die mittlere Schichtdicke TV.
Schichtrelationen in Abbildung entsprechen den hier dargestellten gemittelten Populationsda-
ten.

aktivierung tatséchlich iiber alle Schichten hinweg die Stimulus-evozierte Aktivitit
der Neurone blockiert, ohne sich auf die subcorticalen Bereiche auszuwirken. Diese
Resultate sind bereits publiziert, so dass fiir methodische Details der Studie und
der Methode darauf verwiesen werden kann (Goldschmidt et al., 2010). Grundle-
gend basiert die Thallium-Autometallographie auf der gesteigerten intrazelluldren
Aufnahme des Kations KT bei gesteigerter neuronaler Aktivitdt. Durch die Zugabe
des metallographisch nachweisbaren Schwermetall-Ions Thallium (TI") kann dieses,
als K*-Analogon ebenfalls aufgenommene Ion, als Nachweis fiir neuronale Aktivitit
dienen. In vier weiteren Tieren wurde die experimentelle Prozedur der unilatera-
len corticalen Deaktivierung (mit 20 ul Muscimol; 1.0 ug/ul) wiederholt und nach
etwa 60-90 Minuten Einwirkzeit das Thallium-Ion, in Form eines lipophilen Chelat-
Komplexes (TIDDC), iiber einen Jugularisvenen-Katheter wihrend der Prisentation
von Reinton-Frequenzen appliziert (350-425 pl 0.05% TIDDC in 0.9% NaCl).

Abbildung zeigt den Vergleich der ipsilateralen (links) und kontralateralen
(rechts) Seite nach Applikation des Pharmakons. Unterschiedliche Effekte fanden
sich auf kolumnérer, wie zelluldrer Ebene. Auf der unbeeinflussten kontralateralen
Seite fanden sich aktivierte Neuronen {iber alle Schichten hinweg. Prominenteste
Féarbungen lagen in den tiefen Schichten (V/VI) und in den Eingangs-Schichten

III/IV. Ipsilateral hingegen fanden sich keine kolumnéren Aktivierungen, sondern
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Abbildung 3.10: Statistische Auswertung der corticalen Deaktivierung anhand von
reduzierter Thallium-Aufnahme. A. Der Vergleich der Thallium-Aufnahme in der ipsilatera-
len (links) und kontralateralen (rechts) Seite des priméren auditorischen Cortex nach corticaler
Deaktivierung zeigte eine drastische Reduzierung der kolumniren und zelluldiren Aktivitit nach
Muscimol-Behandlung. B. Die statistische Analyse der Grauwerte (£=SEM) bestimmter ,,ROI’s“
(100 x 500 pm orthogonal ausgerichtet zu den corticalen Schichten, s. Einschub oben) zeigte die
signifikanten Unterschiede der beiden Seiten (p<0.01). Kontralateral waren die Grauwerte signifi-
kant kleiner, was mit einer htheren Thalliumaufnahme korrespondiert. Abbildung aus

et ] G010)

nur eine stark reduzierte Aktivitit der Pyramidalneurone in den afferenten Eingangs-

Schichten IV, und etwas geringer in V (Goldschmidt et al., [2010)). Eine quantitative

Analyse der mittleren Grauwerte der ipsi- und kontralateralen Seite aus korrespon-
dierenden Abschnitten (Regions of interest, ;,ROI*) zeigte, dass die Inaktivierung
durch Muscimol hoch signifikant war (p<0.01; Abbildung [3.10B). Dieser Befund ist
damit in direktem Einklang mit den zuvor gezeigten elektrophysiologischen Befun-

den der CSD-Analyse.
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3.3 Corticale Netzwerkaktivierungen nach
intracorticaler Mikrostimulation

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dass auf corticaler Ebene komplexe raum-
zeitliche Interaktionen thalamocorticaler und horizontaler intracorticaler Einginge
das laminare Erregungsmuster im auditorischen Cortex bestimmen. Dabei haben
die lokalen und weitreichenden intracorticalen Projektionssysteme unterschiedliche
Funktionen bei die Représentation der Stimuluseigenschaften. Nun soll die Elek-
trostimulation corticalen Gewebes als Werkzeug fiir die Korrelation von Perzeption
und neuronaler Aktivitdt genutzt werden, um mogliche unterschiedliche Beitréige
verschiedener Subsysteme zur Generierung bedeutungsrelevanter corticaler Aktivie-
rungsmuster zu detektieren. Dabei soll in diesem zweiten Teil zunéchst evaluiert
werden, ob sich die verschiedenen Projektionssysteme durch schichtspezifische in-
tracorticale Mikrostimulation (ICMS) der Eingangs- oder Ausgangs-Schichten des
Cortex separiert voneinander anregen lassen (Abbildung [3.17JA). Methodisch soll
dies durch die gleichen experimentellen Ansétze der CSD-Analyse in Kombination
mit pharmakologischer Deaktivierung geschehen (Abbildung [3.11B). Dazu wurden
die laminaren CSD-Profile in AT nach elektrischer Stimulation mit Einzelpulsen (80
1A, kathodisch-anodisch, sieche Methoden) in verschiedenen Schichten und verschie-
denen Distanzen gemessen (n=12). Die vertikalen Stimulations-Arrays erlaubten die
Stimulation der Schichten I/IT (100 pm Tiefe, ICMS;,;;), III/IV (600 pm Tiefe,
ICMS;s7/rv) und V/VI (1200 pm Tiefe, ICMSy, v ), welche in 300 pm Entfernung
(proximale Stimulation) oder in 1200 pm (distale Stimulation) zur Ableitachse im-
plantiert wurden. Mit Hilfe der lateralen Stimualtions-Arrays wurden die tieferen
Schichten (ICMSyy;) in variierten Abstdnden von 300 ym bis 1500 pm stimuliert.
Die so entwickelten Stimulationsprotokolle wurden schliefllich im dritten Teil als

konditionierte Stimuli in einem Detektionskontext genutzt (Abbildung ).
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A Elektrophysiologisches Experimentaldesign
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Abbildung 3.11: Schematische Ubersicht des Experimentaldesigns. A. Laminare CSD-
Ableitungen zur Charakterisierung elektrisch evozierter Antworten lokaler und weitreichender Pro-
jektionssysteme im Cortex nach schichtspezifischer Mikrostimulation an verschiedenen Bereichen.
B. Durch die corticale Deaktivierung sollen rekurrente Erregungen subcorticaler Eingangssysteme
von Erregungen intracorticaler Generatoren getrennt werden. C. Durch Nutzen der entwickelten
Stimulationsprotokolle in einem Detektionskontext soll die perzeptuelle Relevanz der unterschied-
lichen Subsysteme evaluiert werden.

3.3.1 Lokale Netzwerkaktivierung nach schichtspezifischer

Stimulation

Zunachst wurden die elektrisch evozierten Antworten nach lokaler, also proximaler
Stimulation (300 pm) in allen drei corticalen Tiefen charakterisiert (n=4). Die la-
minaren CSD-Profile nach granulérer (ICMS;y;,/rv) und infragranulédrer (ICMSy,y )
Stimulation zeigten ein sehr dhnliches raumzeitliches Erregungsmuster mit einer pro-

minenten initialen Senke in den granuldren Schichten (G) unmittelbar gefolgt von
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extragranuldren Senken in supragranuldren (SG) und infragranuléren (IG) Schichten
(Abbildung links). Die elektrisch evozierten CSD-Profile &hnelten damit stark
dem laminaren Feedforward-Profil nach akustischer Stimulation mit Reintonen (Ab-
schnitt . Wie im ersten Teil gezeigt, konnen diese Muster jedoch nicht nur durch
subcorticale Eingénge evoziert, sondern auch durch rein intracorticale laterale Pro-
jektionen hervorgerufen werden. Nach Stimulation der oberen Schichten (ICMS; / 1)
wurden nur schwache Senken in den oberen und mittleren Schichten gemessen, ohne
dass nachfolgende crosslaminare kolumnére Prozesse aktiviert wurden. Um zu beto-
nen, dass die elektrisch evozierten Muster demnach nicht zwangslaufig den gleichen
neuronalen Generatoren unterliegen miissen, wurden die zuvor gew#hlten Termini
S1-S3 fiir die Senken-Komponenten hier bewusst vermieden.

Ein Vergleich der elektrisch evozierten mittleren Peak-Amplituden (£2SEM) zeigte,
dass die Stimulation in den tiefen Schichten die stdrksten Aktivierungen in den gra-
nuliren und infragranuléren Schichten evozierte. Nach supragranulérer Stimulation
waren die evozierten Amplituden iiber alle Schichten hinweg am kleinsten. Entspre-
chend wurden die supragranuléiren Schichten am effektivsten durch Stimulation der
granuldren Schichten aktiviert (siehe Abbildung , links; SG: ICMS;/;r: 0.22+
0.02 mV; ICMS;/pv: 1.38% 0.08 mV; ICMSyyy: 0.67 & 0.11 mV; G: ICMS; 4y
0.65+ 0.04 mV; ICMS;y/pv: 1.63£ 0.12 mV; ICMSy y;: 2.66 £ 0.49 mV; IG:
ICMS;/rr: 0.08+ 0.01 mV; ICMS;yp)py: 1.61 £ 0.08 mV; ICMSy v y: 2.41 £ 0.18
mV) Eine rmANOVA der Peak-Amplituden (Huynh-Feldt-korrigiert; a=0.5) zeig-
te entsprechend signifikante Haupteffekte der Faktoren ,Schicht* (Fog19 = 73.09;
p<0.001), ,Stimulationstiefe”(F; 45 980 = 48.15; p<0.001), und eine signifikante In-
teraktion beider Faktoren (Fj461706 = 713.35; p<0.001). Der dritte Faktor ,De-
aktivierung® wird weiter unten beriicksichtigt. Vergleicht man die mittleren Onset-
Latenzen, so zeigt sich, dass nach granuldrer und infragranuldrer Stimulation die
granulidre Senke immer die kiirzeste Onset-Latenz aufwies (ICMSH[/IV: 2.5 £ 0.5
ms; ICMSy,yr: 5.5 £ 1.1 ms, Abbildung , rechts). Folgende extragranulire
Aktivierungen in oberen und unteren Schichten zeigten in etwa gleiche Latenzen.

Entsprechend ergab eine multi-faktorielle rmANOVA der Onset-Latenzen signifi-
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Abbildung 3.12: Trennung intracorticaler polysynaptischer und monosynaptischer
Eingiinge nach proximaler ICMS. Links; Proximale Stimulation (300 pgm Entfernung zur Ab-
leitachse) evozierte dhnliche laminare Feedforward-Muster nach granulirer und infragranulirer Sti-
mulation. Hier folgten der initialen granuliren Senke (G) extragranuldre Senken in den oberen (SG)
und unteren (IG) Schichten. Stimulation der oberen Schichten evozierte monophasische Erregungen
weitgehend der oberen und granuldren Schichten ohne crosslaminare, kolumnére Interaktionen zu
evozieren. Rechts; Robuste Aktivierungen nach corticaler Deaktivierung fanden sich ausschlielich
in thalamocortical-rezipienten Eingangs-Schichten (vor allem IV) nach granuldrer und infragra-
nuldrer Stimulation. Aktivierungen waren auf etwa 20% der naiven Amplituden reduziert (siehe
Skalierungsbalken). Das monophasische CSD-Profil nach supragranulérer Stimulation war génzlich
blockiert und demnach nicht auf ein Stimulationsartefakt zuriickzufiihren.

kante Effekte des Hautpfaktors ,Schicht-(Aktivierung)“ (SG, G, IG; Fi¢71170 =
58.91; p<0.001), jedoch keine signifikanten Effekte der ,Stimulationstiefe* (ICMS;/;;
- ICMSyvr; Figo,12.76 = 0.72; p=0.495). Interaktionen beider Faktoren waren eben-
falls nicht signifikant (Fy741920 = 1.55; p=0.235). Insgesamt wiesen die elektrisch
evozierten CSD-Profile damit hohere mittlere Amplituden, sowie eine deutlich schnel-
lere laminare Kaskade der Senken-Komponenten auf, als nach akustischer Stimula-
tion (vergleiche Abbildung und [3.3). Beides ist auf die hoch synchrone Aktivie-

rung der beteiligten Synapsenpopulationen zuriickzufiihren.

69



Durch elektrische Felder lassen sich vornehmlich axonale neuronale Elemente an-
regen (Nowak & Bullier, |1998; Butovas & Schwarz|, |2003; Histed et al., 2009). Die
initialen granuldren postsynaptischen Effekte der Stimulation kénnen entsprechend
von der Aktivierung intracorticaler synaptischer Populationen stammen, oder durch
Erregung exzitatorischer rekurrenter Feedback-Kreisldufe subcorticalen Ursprungs
sein (Tehovnik et al.,; 2005b). Um die Beitrdge intracorticaler Aktivierungen nach
ICMS von moglichen Eingéngen aus subcorticalen Kerngebieten zu separieren, wur-
de ebenfalls der zuvor verwendete corticale Deaktivierungsansatz angewandt. Auch
hier konnten keine Unterschiede zwischen der Applikation von Muscimol oder Musci-
mol+SCH50911 festgestellt werden, so dass Finfliisse der GABA g-vermittelten Inhi-
bition auf die direkt Stimulus-evozierten, frithen Antworten nach ICMS mit den hier
gewdhlten Stimulationsparametern weitgehend ausgeschlossen werden konnen. In
allen Fillen wurde die kolumnére Aktivierung iiber die Schichten hinweg blockiert.
Bestehen blieb lediglich ein robustes Senke-Quelle-Senke-Triplett nach granulérer
und infragranuldrer Stimulation, dessen Senke ihre maximale Peak-Amplitude in
der granuldren Schicht IV hatte (Abbildung [3.12]A, rechts). Riumlich iiberlagerte
sich die Senke stark mit der granuldren Senke G vor der Deaktivierung, sowie mit
der robusten Senke nach akustischer Stimulation (Abschnitt [3.1.1). Die evozierten
mittleren Peak-Amplituden der Senke G waren dabei nach der Deaktivierung signifi-
kant reduziert (ICMSH[/IV: 0.69 = 0.15 mV; ICMSy/y1: 0.85 £ 0.13 mV; Abbildung
, links). Der zusétzliche Faktor ,Deaktivierung“ in der multi-faktoriellen rmA-
NOVA zeigte entsprechend auch signifikante Haupteffekte (F; , = 198.10; p<0.001),
sowie signifikante Interaktionen mit den Faktoren ,Schicht“ (F, ; = 26.32; p<0.001)
und ,Stimulationstiefe” (F} 255094 = 8.44; p=0.014). Die Interaktion aller drei Fak-
toren war ebenfalls signifikant (F'y ;90 = 73.092; p=0.009). Um zusétzlich zu iiber-
priifen, dass ausschliefllich die granuliren Schichten synaptische Eingéinge nach der
Deaktivierung erhalten, wurden die mittleren Peak-Amplituden aller Schichten nach
Deaktivierung separat miteinander verglichen. Eine post-hoc durchgefiihrte zwei-
faktorielle rmANOVA zeigte hoch signifikante Werte (Bonferroni-korrigiertes Signi-

fikanzniveau: o* = a/nrese = 0.017, nyesy = 3) fiir die beiden Hauptfaktoren ,Schicht
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(F1.07,7.47 = 92.8; p<0.001) und ,Stimulationstiefe* (Fy 51059 = 32.98; p<0.001), so
wie fiir deren Interaktion (Fg131491 = 16.96; p<0.001). Weiterhin verlingerte sich
die mittlere Onset-Latenz (£SEM) der robusten granuliren Senke ausschliefilich
nach granulirer Stimulation (6.25 + 1.55 ms, gepaarter t-Test: p=0.03), allerdings
nicht nach infragranulérer Stimulation (6.56 £+ 1.39 ms, p=0.48; Abbildung [3.12A,
rechts).

Nach der pharmakologischen Blockade miissen die persistenten Eingénge in der gra-
nuliren Eingangs-Schicht IV auf einer monosynaptische Aktivierung beruhen. Zwar
konnten prinzipiell monosynaptische Einginge durch die Aktivierung intracorticaler
Kollateralen evoziert werden, doch aufgrund der bekannten Leitungsgeschwindig-
keiten intracorticaler Fasern (ca. 0.3-5mm/ms, Tsumoto & Sudaj 1982; |[Luhmann
et al., [1990) scheint dies unwahrscheinlich zu sein. Die granulidre Aktivierung zeigte
eine mittlere Onset-Latenzen von >6 ms. Die Aktivierung rekurrenter exzitatori-
scher Feedback-Verbindungen aus subcorticalen Kerngebieten, angeregt durch fazil-
litatorische corticofugale Projektionen, kénnte hingegen genau solche Latenzbeziige
erkldren (Tsumoto & Sudal |1978; Sillito & Jones, 2002; |Briggs & Usreyl, 2007)). Ver-
gleicht man nun die laminare Lage der robusten elektzrisch evozierten Senke mit der
granuldren Senke nach akustischer Stimulation, so iiberlagern sich beide Senken in
ihrer rdumlichen Ausdehnung. Aus diesem Grund ist die Rekrutierung direkter tha-
lamocorticaler Projektionen aus dem lemniskalen Thalamus (vMGB) nach Anregung
corticothalamischer Fasern die plausibelste Erklarung fiir die robuste granulére Ak-
tivierung. Entsprechend werden die lokalen Mikroschaltkreise vor der Deaktivierung
durch iiberlagerte Aktivierungen intracorticaler und afferenter synaptischer Popula-
tionen angeregt, welche die initiale Antwort in den granuléren Schichten bestimmen.

Néhere Erlauterungen dazu siehe Diskussion Abschnitt [4.2.1]
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3.3.2 Weitreichende polysynaptische Aktivierungen nach

schichtspezifischer Stimulation

Wie einige Studien gezeigt haben, konnen durch intracorticale Mikrostimulation
lokal unspezifische exzitatorische und inhibitorische synaptische Prozesse angeregt
werden (Chung & Ferster) |1998; Butovas & Schwarz, [2003). Prinzipiell kénnten die-
se lokalen inhibitorischen Netzwerke, trotz starker dendritischer Aktivierungen der
lokalen Schaltkreise, den gesamten Feedforward-Ausgang durch Blockade der Akti-
onspotentialgenerierung aller lokalen exzitatorischen Projektionsneurone (z.B durch
Hyperpolarisation oder sogenannte Kurzschluss-Inhibition (,shunting inhibition®)
(Chung & Ferster, 1998; [Logothetis et al., 2010). Zwar werden nachweislich auch
weitreichende intracorticale Netzwerke nach ICMS angeregt (Butovas & Schwarz,
2003; [Deliano et al., [2009)), doch kénnte dafiir auch die zuvor nachgewiesene Rekru-
tierung rekurrenter corticothalamischer Schleifen eine alternative Erklarung liefern
(Tehovnik et al., |2005b; [Logothetis et al., [2010). Diese Form der transthalamischen
Feedforward-Informationsweitergabe konnte bei der Verarbeitung sensorischer In-
formationen bereits nachgewiesen werden (Guillery & Sherman) |2002; Lee & Mur-
ray Sherman, 2010; [Theyel et al.l 2010). Um direkt zu iiberpriifen, ob sich durch
ICMS intracorticale Feedforward-Anregungen iiber corticale Kolumnen hinweg an-
regen lassen oder ob die Aktivierung weitreichender intracorticaler Netzwerke auf der
Rekrutierung weitreichender rekurrenter transthalamischer Schleifen beruht, wurde
das vertikale Stimulations-Array im n#chsten Schritt etwa 1200 pm distal von der
Ableitachse positioniert (n=4). Damit befand sich die Ableitachse aufierhalb des ef-
fektiven Stromflusses (Deliano et al., 2009), so dass Aktivierungen weitgehend auf
transsynaptischen Prozessen beruhen sollten (Tehovnik et al., 2006)). Stimulations-
und Ableitachse wurden zudem in rostrocaudaler Orientierung zueinander in un-
terschiedlichen Bereichen des tonotopen Gradienten implantiert (Budinger et al.|
2000b)).

Im naiven Cortex evozierte ICMS an distalen corticalen Bereichen das kanonische

Muster der crosslaminaren Feedforward-Verarbeitung nach Stimulation in allen Tie-
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Abbildung 3.13: Rekrutierung weitreichender intracorticaler polysynaptischer Eingén-
ge nach schichtspezifischer ICMS. Links; Distal zur Stimulationsachse (1200 pm) aktivierte
die Stimulation in allen drei Tiefen die corticalen Mikrokreislidufe nach dem kanonischen laminaren
Muster. In Abhéngigkeit der Stimulationstiefe ergaben sich allerdings erhebliche Unterschiede der
Effektivitdt: die Stimualtion der granuliren Eingangs-Schichten evozierte die stéirkste Aktivierung
distaler, corticaler Kolumnen. Aktivierungen nach Stimulation der oberen und unteren Ausgangs-
Schichten waren deutlich schwécher und gleichwertig. In allen Fillen wurde jedoch deutlich, dass
die infragranulidren Aktivierungen an distalen corticalen Bereichen deutlich schwécher ausfallen,
als nach proximaler Stimulation. Rechts; Der komplette Verlust synaptischer Aktivitéit nach De-
aktivierung zeigt, dass die distale corticale Aktivierung ausschliellich auf polysynaptischen intra-
corticalen Eingéingen beruhte, welche am effektivsten durch Stimulation der Eingangs-Schichten
angeregt wurden. Aufgrund der Ahnlichkeit der relativen Beziige der CSD-Komponenten in allen
drei Féllen ist zu vermuten, dass die Stimulation der oberen und unteren Schichten die gleichen
Projektionssysteme rekrutierte, jedoch mit geringerer Effektivitéit, im Vergleich mit der Stimulation
der Eingangs-Schichten.

fen (siehe Abbildung [3.13] links). Die Stimulation in den granuliren Eingangs-
Schichten evozierte dabei die héchsten mittleren Peak-Amplituden (2SEM) in allen
Schichten, was die effektive Aufrechterhaltung der kolumniren Aktivierung iiber
weite laterale Bereiche verdeutlicht (G: 1.7340.07 mV/mm?, SG: 1.304+0.08 mV?,
IG: 0.454 0.025 mV?; Abbildung , links). Dies steht im Gegensatz zu der zuvor

beschriebenen effektiven Aktivierung corticalen Schaltkreise proximal zur Stimula-
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tionsachse durch Stimulation der tiefen Schichten. Auch wenn die Aktivierung der
distalen Netzwerke nach Stimulation in oberen und unteren Schichten schwiicher
war, so variierte die relative Aktivierung der Schichten nicht mit der Stimulati-
onstiefe, wie nach proximaler Stimulation (ICMSy,y;; SG: 0.70 + 0.11 mV/mm?
G: 0.78 £ 0.32 mV/mm?; IG: 0.45 £ 0.25 mV/mm?; ICMS;,;;; SG: 0.50 £ 0.14
mV/mm? G: 0.63 £ 0.05 mV/mm?; IG: 0.31 & 0.19 mV/mm?). Entsprechend zeig-
te eine multi-faktorielle rmANOVA signifikante Haupteffekte der ,Schicht* (Fq14 =
15.67; p<0.001), sowie der ,Stimulationstiefe* (Fo14 = 53.91; p<0.001), aber keine
signifikante Interaktion zwischen beiden (Fg 581508 = 1.17; p=0.35).

Blockiert man die intracorticale Weiterleitung, so konnten keine robusten Aktivie-
rungen der distalen corticalen Schaltkreise nachgewiesen werden (Abbildung ,
rechts). Diese Befunde verdeutlichen, dass die elektrisch evozierten corticalen Netz-
werk-Aktivierungen in 1200 pm Entfernung zum Stimulationsort im naiven Cor-
tex ausschliefilich durch polysynaptische intracorticale Projektionen hervorgerufen
wurden, so dass sich intracorticale Feedforward-Ausgéinge tatsdchlich durch ICMS
anregen lassen. Allerdings muss beriicksichtigt werden, dass sich in Abh#ngigkeit
der Stimulationstiefe die Effektivitdit der Anregung deutliche Unterschiede ergeben
(Abbildung [3.14B). Jedoch konnten, unabhiingig von der Stimulationstiefe, keine
zusdtzlichen Beitrdge weitreichender transthalamischer Eingénge iiber rekurrente
Feedback-Schleifen detektiert werden, welche zur distalen Aktivierung beitrugen.
Dies verdeutlicht, dass durch Stimulation der corticalen Eingangs-Schichten polysyn-
aptische, interkolumnire Projektionen am effektivsten angeregt werden, welche auf
den rekurrenten exzitatorischen Mikroschalkreisen entfernter corticaler Bereiche ter-
minieren (Ojima et al., 1991; Dantzker & Callaway, [2000)), wie dies bereits bei der Sti-
mulation mit akustischen Reizen weit auflerhalb des afferenten spektralen Eingangs
(Nicht-BF) gezeigt wurde. In Abbildung sind zum quantitativen Vergleich
die mittleren Peak-Amplituden (SEM) aller Senken nach Deaktivierung (grau) fiir
das gleiche Zeitfenster, wie vor der Applikation (blau) gezeigt. Die multi-faktorielle
rmANOVA der Peak-Amplituden zeigte entsprechend signifikante Haupteffekte des
Faktors ,,Deaktivierung® (Fy ; = 103.44; p<0.001), aber keine signifikante Interakti-
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Vergleich laminarer Antworten
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Abbildung 3.14: Quantitative Analyse laminarer Antworten nach proximaler oder
distaler schichtspezifischer ICMS. Vergleich der mittleren Peak-Amplituden (£SEM) und
mittleren Onset-Latenzen (£SEM) der supragranuliren (SG), granuliren (G) und infragranuliren
(IG) Senken vor und nach der corticalen Deaktivierung evoziert durch schichtspezifische proximale
(A) und distale (B) ICMS. Jeweils rechts ist die Schicht-Symmetrie und der jeweilige Schicht-
Symmetrie-Index (SSIdx) gezeigt, welcher spéter eingefiihrt wird (siehe Abschnitt [3.3.4.1). Fiir
weitere Erlduterungen und statistische Tests siehe Text.
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on mit den Faktoren ,,Schicht x Stimulationstiefe* (F 501762 = 2.725; p=0.083). Eine
post-hoc durchgefiihrte zwei-faktorielle rmANOVA der mittleren Peak-Amplituden
nach Deaktivierung zeigte zudem, dass keinerlei signifikante Unterschiede zwischen
den Schichten zu finden waren (Hauptfaktoren ,Schicht* Fy 761934 = 0.87; p=0.43;
»otimulationstiefe: Fo 14 = 0.178; p=0.84; Interaktion: F3 9046 = 0.53; p=0.68).

3.3.3 Reichweite der corticothalamischen Aktivierung

rekurrenter Feedback-Kreislaufe

Die beschriebene lokale rekurrente subcorticale Aktivierung nach Anregung der cor-
ticofugalen Ausgangs-Schichten V/VI (Abschnitt [3.3.1)), basiert hochstwahrschein-
lich auf thalamocorticalen Schaltkreisen und reflektiert die afferenten synaptischen
Populationen in Schicht IV (Budinger et al., [2000b; Huang & Winer} |2000; Hackett),
2010). Entsprechend der Ergebnisse nach akustischer Stimulation (Abschnitt
und unter Beriicksichtigung der topographischen bidirektionalen Organisation des
auditorischen thalamocorticalen Systems (He et al., (1997 2002; Zhang et al., |2004;
Lee et al., [2004), sollten lokale, riumlich eingeschriinkte rekurrente corticothalami-
sche Aktivierungen erwartet werden.

Um dies zu testen, wurden in den folgenden Experimenten systematisch die Di-
stanzen zwischen der Ableitung und der Stimulation in den tieferen Ausgangs-
Schichten von proximalen (300 pm) bis zu distalen (1500 pm) Stimulationsorten
in Schrittweiten von 300 ym entlang dem rostrocaudalen tonotopen Gradienten va-
riiert (n=4). Abbildung zeigt, dass proximale, wie distale corticale Kolumnen
vor der Applikation effektiv aktiviert wurden (oben). Konsistent mit den zuvor be-
schriebenen Ergebnissen, hatte die corticale Deaktivierung unterschiedliche Effekte
auf die Aktivierungen der proximalen und distalen Bereiche. Eine robuste Aktivie-
rung der granuldren Schichten konnte bis zu einem lateralen Abstand von 600 pm
zwischen Stimulation und Ableitung detektiert werden. Erregungen in 900 um Ent-
fernung oder mehr wurden vollstindig blockiert (keine Deflektionen iiber +0.005

mV/mm? von der Grundlinie; Abbildung 3.15A, unten). Um zu testen, ob dieser
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Befund tatséichlich einen eingeschrinkten effektiven transsynaptischen Erregungs-
radius reflektiert oder einer generellen Suppression der corticalen Schaltkreise zu
Grunde liegt, wurden die normalisierten mittleren Peak-Amplituden der granuli-
ren CSD-Wellenformen als Funktion des Stimulationsabstandes verglichen (Abbil-
dung ) Dazu wurden die Amplituden auf die jeweils hochste evozierte mittlere
Amplitude vor, beziehungsweise nach Deaktivierung normalisiert. Die normalisier-
ten Amplituden-Distanz-Funktionen iiberlagerten sich im Bereich 300-600 pm, zeig-
ten fiir weitere Distanzen aber einen signifikant schnelleren Abfall nach Deaktivie-
rung (zwei-faktorielle rmANOVA: signifikante Haupteffekte ,,Deaktivierung*: F 5 =
76.36; p=0.013, ,Distanz": Fy g = 27.50; p<0.001, aber keine signifikante Interaktion:
Fy 96,3.900 = 0.49; p=0.642). Demnach erweiterten die horizontalen Verbindungen den
lateralen Aktivierungsradius nach Mikrostimulation, wéhrend rekurrente corticotha-
lamische Feedback-Schleifen in einem lokalen Bereich bis 600 pm rekrutiert wurden.
Innerhalb dieses lokalen Bereiches konnten keine signifikanten Anderungen der mitt-
leren Onset-Latenzen nach ICMSy, v festgestellt werden (Abbildung ); siehe
auch Abschnitt [3.3.1)).

Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass ICMS lokal intrakolumnére Prozesse der Mi-
kroarchitektur aktiviert, welche zusétzlich mit rekurrenten corticothalamischen Ak-
tivierungen afferenter Eingangssysteme interagieren. Distal werden corticale Berei-
che durch horizontale, also interkolumnére Projektionen erregt. Im Folgenden soll
die vergleichende Analyse des absoluten zeitlichen Gesamtstromfluss (AVREC) und
der relativen laminaren Ausgeglichenheit der Strome (relative Residuen), genutzt
werden, um intrakolumnére Prozesse, inklusive der Aktivierung afferenter Synap-
senpopulationen, von den Beitrdgen lateraler Projektionen der elektrisch evozierten

Antworten voneinander zu separiert (siche Abschnitt [3.1.5).

3.3.4 Trennung lokaler und weitreichender synaptischer Beitrage

Wie zuvor in Abschnitt beschrieben, ist die AVREC nach physiologischer Sti-
mulation charakterisiert durch mehrere Phasen (Schroeder et al., [1998])). Erhilt ein

corticaler Bereich dabei direkten afferenten Eingang, so zeigt die AVREC eine frii-
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A CSD-Profile nach infragranularer Stimulation
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Abbildung 3.15: Rekrutierung lokaler rekurrenter corticofugaler Schaltkreise durch
infragranulire ICMS. A. Im naiven Cortex lassen sich durch ICMSyy; die corticalen Netzwer-
ke effektiv iiber laterale Bereiche im Abstand von iiber 1200 ym anregen. Nach der Deaktivierung
zeigen die CSD-Profile persistente Einginge in den granuldren Schichten im lokalen Umkreis von
600 pum. B. Ein Vergleich der normalisierten Amplituden zeigte einen reduzierten lateralen Ak-
tivierungsradius nach der Deaktivierung. Entsprechend bestimmen intracorticale polysynaptische
Prozesse die laterale Ausdehnung elektrisch evozierter Antworten im Cortex. C. Die Onset-Latenzen
der granuldren Senke veriinderten sich nicht signifikant nach der corticalen Deaktivierung (n.s.).

he initiale Phase (1) und weitere folgende spétere Phasen (Phasen 2 und 3), wel-
che entsprechend die intrakolumnéren, beziehungsweise die interkolumnéren Pro-
zesse widerspiegeln (Abbildung . Evoziert die Stimulation weitgehend laterale
intracorticale Eingénge (wie bei Nicht-BF-Stimulation), so zeigte die AVREC aus-
schliefllich die spéteren Phasen. Entsprechend der Hypothese zeigte die elektrisch
evozierte AVREC nach proximaler Stimulation die frithe und die folgenden spéte-
ren Komponenten, die AVREC nach distaler Stimulation hingegen hauptséchlich
die spéteren Komponenten (Abbildung , blaue Kurven). Die spiteren Kom-
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ponenten wurden durch die Deaktivierung blockiert und nur nach proximaler Sti-
mualtion (300-600 pm) blieb eine robuste initiale Phase (1) bestehen (graue Kur-
ven). Abbildung zeigt die pharmakologisch induzierte Reduktion der mittle-
ren Integrale (2SEM) der AVREC-Wellenformen fiir die drei verschiedenen Pha-
sen. Die Fensterung wurde entsprechend der Wellenform nach proximaler Stimu-
lation wie folgt gewé#hlt: 1-8 ms (Phase 1, 0-1 ms wurde zur Artefaktreduktion
ausgelassen), 9-20 ms (Phase 2) und 21-50 ms (Phase 3, siche Einschub in Ab-
bildung [3.16B). Die mittleren Integrale (=SEM) der drei Phasen (unterschiedli-
che Blauténe) wurden durch die Deaktivierung alle signifikant reduziert (jeweils
in grau rechst dargestellt). Dennoch ergaben sich nach der Deaktivierung signi-
fikant hohere Integrale der Phase (1) bei proximaler Stimulation (300-600 pm)
verglichen mit distaleren Abstdnden (900-1200 pm). Diese Befunde wurde gete-
stet durch eine multi-faktorielle rmANOVA (Huynh-Feldt-korrigiert) mit signifikan-
ten Haupteffekten ,Distanz (Fyg = 118.39; p<0.001), ,,Phase* (Fy921 = 26.90;
p=0.033) und ,Deaktivierung® (Fy, = 392,48; p=0.003), sowie einer signifikan-
ten Interaktion aller Kombinationen (,DistanzxPhase“: Fyg95 = 19.86; p<0.001;
»Distanz x Deaktivierung™: F; ¢33 = 21.62; p=0.013; ,PhasexDeaktivierung“: Fy4
= 27.88; p=0.004; ,DistanzxPhasexDeaktivierung*: F7 451491 = 13.09; p<0.001).
Elektrisch evozierte relative Residuen zeigten bei allen Stimulationsabstéinden star-
ke Unausgeglichenheiten im naiven Cortex, als Hinweis auf starke laterale Beitréige
zur corticalen Aktivierung (blaue Kurven, Abbildung 3.16(C). Im Gegensatz zu den
AVREC-Wellenformen wurden die relativen Residuen der CSD nach der Deaktivie-
rung jedoch génzlich blockiert (graue Kurven). Dieser Befund schliefit weitgehend
aus, dass die robuste Aktivierung in granuldren Schichten auf monosynaptischem
Eingang langsamer horizontaler Kollateralen intracorticaler Neurone beruht, wie
dies auch schon die Uberlegungen der intracorticalen Leitungsgeschwindigkeiten ge-
zeigt haben (siehe Abschnitt [3.3.1)). Mit der vorgeschlagenen Aktivierung afferenter
Projektionen nach fazillitatorischer corticothalamischer Anregung ist dieser Befund
im Einklang.

Zuletzt sollten die mittleren Peak-Latenzen (£2SEM) beider Parameter als Funktion
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Abbildung 3.16: Vergleich der AVREC und relativen Residuen der CSD erlaubt Tren-
nung lokaler und weitreichender synaptischer Beitrige elektrisch evozierter Antwor-
ten. A. AVREC-Wellenform nach infragranulirer Stimulation in unterschiedlichen Abstéinden vor
(blau) und nach (grau) der corticalen Deaktivierung. B. Mittlere Integrale (:=SEM) der drei ver-
schiedenen Phasen (1)-(3) der AVREC-Wellenform (entsprechend der AVREC nach proximaler
Stimulation, siche Einschub). Gezeigt sind die Werte vor (Blauténe) und nach (grau) Deaktivie-
rung. C. Entsprechende Wellenform der relativen Residuen der CSD vor (blau) und nach (grau) der
corticalen Deaktivierung. D. Vergleich der mittleren Peak-Latenzen (£SEM) der AVREC und der
relativen Residuen als Funktion des Stimulationsabstandes zur Ableitachse. Statistische Ergebnisse
siehe Text.
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des Stimulationsabstandes betrachtet werden, um so Aussagen iiber den zeitlichen
Verlauf der Beitrage aus intrakolumnéren und interkolumnéren Eingéngen zur corti-
calen Aktivierung zu erlauben (Abbildung[3.16D). Hierbei wurde die mittlere Latenz
des ersten Maximums der AVREC-Wellenform mit der mittleren Latenz des ersten
Minimums der relativen Residuen verglichen (siehe auch Abschnitt [3.1.5). Nach pro-
ximaler ICMS zeigte die AVREC-Wellenform eine signifikant kiirzere mittlere Peak-
Latenz (7.08 £+ 0.87 ms), im Vergleich zu den relativen Residuen (16.16 £+ 2.16 ms;
gepaarter t-Test, p=0.019). Nach distaler ICMS hingegen waren die Peak-Latenzen
beider Wellenformen zeitlich korreliert (AVREC: 8.92 £+ 1.8 ms; relative Residu-
en: 7.33 + 0.44 ms; p=0.28). Entsprechend basieren elektrisch evozierte Antworten
lokal zundchst auf intrakolumnéren Prozessen, wohingegen die initiale Aktivierung
distaler corticaler Bereichen auf der Aktivitit lateraler Eingédnge beruht. Entspre-
chend zeigte eine zwei-faktorielle rmANOVA nur signifikante Effekte des Hauptfak-
tors ,Wellenform“ (AVREC, relative Residuen): Fy o = 98.27; p=0.01), aber nicht
fiir den Faktor ,Distanz® (F;.132.26 = 5.38; p=0.133) oder deren Interaktion (F 5305
= 8.60; p=0.057).

3.3.4.1 Schicht-Symmetrie-Index

Es konnte gezeigt werden, dass weitreichende intracorticale Feedforward-Projektionen
am effektivsten nach Stimulation der granuldren Eingangs-Schichten aktiviert wur-
den. Entsprechende CSD-Profile zeigten starke initiale granulére Aktivierungen ohne
substanziellen Amplitudenverlust iiber weite laterle corticale Bereiche und nach-
folgend effektive Aktivierungen vor allem der oberen Schichten (Abbildung [3.14).
Werden hingegen durch ICMSyy; infragranulére Pyramidalneurone stark angeregt
(entsprechend der Amplitude der infragranuldren Senke), so werden durch fazilli-
tatorische corticothalamische Projektionen rekurrente Feedback-Schleifen aktiviert,
welche wieder lokal in die Eingangschichten des corticalen Bereiches zuriick projizie-
ren und so die Aktivierungen lokal im Cortex verstirken. Diese Befunde legen nahe,
dass durch die schichtspezifische Stimulation hervorgerufene unterschiedliche relative

crosslaminare Prozessierungen zur Aktivierung unterschiedlicher Subsysteme fiithren,
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so dass die lokale Aktivierungsstérke intracorticaler Schaltkreise nicht immer zu einer
proportionalen Aktivierung weitreichender intracorticaler Feedforward-Projektionen
auf benachbarte corticale Bereiche fiihrt.

Um diese unterschiedlichen relativen Aktivierungen der einzelnen Schichten zu quan-
tifizieren, wurde ein sogenannter Schicht-Symmetrie-Index fiir die mittleren Peak-
Amplituden (SSIdx) berechnet. Dabei wurde der SSIdx jeweils anhand der Werte
der drei Hauptkomponenten SG, G und IG wie folgt berechnet: SSIdx = %/%
Anhand des SSIdx konnen die Aktivierungen der oberen und unteren Schichten
in Relation zur initialen granuldren Aktivierung unabhéngig von den absoluten
Amplituden-Werten abgeschétzt werden (Abbildung SSTdx = 1.0 zeigt glei-
che Peak-Amplituden der supragranuldren und infragranulidren Senken an; SSIdz
> 1.0; hohere supragranulidre Amplituden; SSTdzr < 1.0: hohere infragranuldre Am-
plituden; siehe gestrichelte Linie). Abbildung[3.17] zeigt Unterschiede des SSTdx der
proximalen (oben) und distalen (unten) corticalen Aktivierungen nach schichtspe-
zifischer ICMS. Lokale Netzwerkaktivierungen nach proximaler Stimulation zeigten
eine graduell stirkere Erregung der jeweils stimulierten Schicht (Proximale Stimu-
lation: SSTdxpy: 3.10 & 0.42; SSIdwz /v 0.87 & 0.07; SSTdxy v ,: 0.31 £ 0.05).
So zeigte einzig das Erregungsmuster nach ICMSy v eine deutlich stirkere Erre-
gung der tiefen corticofugalen Ausgangs-Schichten an. Nach granuldrer Stimulation
wurden die tiefen und oberen Schichten gleichermaflen stark erregt. Die Erregun-
gen weiter entfernter corticaler Bereiche hingegen zeigten alle eine Tendenz hin zu
starkeren supragranuldren Aktivierungen. Entsprechend gab es keine signifikanten
Unterschiede der Schicht-Symmetrien in Abhéngigkeit der Stimulationstiefe (Distale
Stimulation: SSTdx/r: 2.01 £ 0.77; SSTdx /v 2.20 & 0.54; SSTday v 1.72 £
0.34). Die Befunde zeigen, dass die lokale Aktivierung der corticalen Schaltkreise
stiarker von der Schichttiefe der Stimulation abhéngig ist, widhrend die Aktivierung
der distalen Netzwerke, im Einklang mit den zuvor dargestellten Befunden, weitge-
hend auf dem gleichen lateralen Eingang beruhen. Eine zwei-faktorielle rmANOVA
(Huynh-Feldt-korrigiert) zeigte entsprechend hoch signifikante Effekte des Hauptfak-
tors ,,Stimualtionstiefe (F 951365 = 9.14; p=0.003), aber keine signifikanten Effekte
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Schicht-Symmetrie-Index der mittleren Peak-Amplituden
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Abbildung 3.17: Schicht-Symmetrie-Index (SSIdz) lokaler und distaler Aktivierungen
Oben, Proximal zur Stimulationsachse zeigten die CSD-Profile stiirkere Aktivierungen der jeweils
stimulierten Schichten. Unten, Fiir distale Netzwerkaktivierungen zeigten die Schicht-Symmetrien
unabhingig von der Stimulationstiefe gleiche crosslaminare Prozessierungen mit tendenziell stér-
keren supragranuléren Aktivierungen an. Statistische Ergebnisse siehe Text.

des Faktors ,,Distanz* (Fy 7 = 0.007; p=0.935). Die Interaktion zwischen beiden Fak-
toren war hingegen wieder hoch signifikant (Fy ;4 = 20.75; p<0.001). Diese Befunde
sind zusétzlich in Abbildung[3.14]durch die verschiedenen Schicht-Symmetrie-Profile
verdeutlicht (jeweils rechts).

Weiterhin wurden auch die mittleren Onset-Latenzen anhand des SSIdz verglichen,
um mogliche zeitliche Unterschiede der kaskadischen Abfolgen der extragranuléren
Senken zur initialen granuldren Senke zu beschreiben (Daten nicht in Abbildung
siehe jedoch Abbildung m rechts). Der SSTdx der Onset-Latenzen zeigte
keine Abhéngigkeit von der lateralen , Distanz“ (F; 3 = 0.148; p=0.55). Eine Abhén-
gigkeit von der Stimulationstiefe wurde durch die asymmetrische Kaskade nach su-

pragranuldrer Stimulation verursacht (Fos = 11.481; p=0.009). Die Interaktion bei-
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der Faktoren war entsprechend nicht signifikant (Fy 95316 = 2.412; p=0.215). Dem-
nach verlduft die zeitlich evozierte Kaskade granuldrer und nachfolgender extragra-
nuldrer Senken nach einem kanonischen zeitlichen Muster: der SSTdxz der Onset-
Latenzen war zumeist niedriger oder gleich 1.0 (aufler nach proximaler ICMSy,y ),
so dass supragranulidre Aktivierungen generell kiirzere oder gleiche Latenzen auf-
wiesen, wie die infragranuléren Aktivierungen (verdeutlich anhand der identischen
Schicht-Symmetrie, siche Abbildung . Dies spiegelt eine mogliche kaskadische
Reihenfolge der crosslaminaren Aktivierungen wider, welche ausgehend von granu-
laren Schichten zunichst supragranulire Schichten aktiviert und anschlieffend in
infragranuldre Schichten verschaltet wird. Entsprechend scheinen die elektrischen
Aktivierungen funktionellen Gesetzméfligkeiten der lokalen intracorticalen Mikroar-
chitektur zu folgen, welche auch fiir physiologische Stimuli gezeigt wurden (siehe

Abschnitt sowie Sakata & Harris, 2009; Atencio & Schreiner] 2010).

3.4 Verhaltensexperimente zum Detektionslernen

Im zweiten Teil dieser Arbeit konnten wesentliche Unterschiede der elektrisch evo-
zierten corticalen Aktivierung in Abhéngigkeit der Stimulationstiefe nachgewiesen
werden. Dabei konnten die unterschiedlichen Aktivierungen den individuellen corti-
calen Schaltkreisen zugeordnet werden, die in den jeweiligen Schichten préferenziell
angeregt werden. Auch wenn alle CSD-Profile einer kanonischen Kaskade crossla-
minarer Prozessierungen folgten (ausgenommen der lokalen monophasischen Akti-
vierung nach supragranulirer Stimulation), so konnten die weitreichenden polysyn-
aptischen horizontalen Projektionen am effektivsten durch granuldre Stimulation
angeregt werden. Nach Stimulation der tiefen Schichten hingegen war die laterale
Ausbreitung eingeschrinkter, jedoch die lokale, vertikale Aktivierung innerhalb einer
Kolumne am stérksten (Abschnitt [3.3.4.1). Hierfiir konnten die rekurrenten exzita-
torischen corticothalamischen Schaltkreise verantwortlich gemacht werden. Studi-
en legen nahe, dass corticothalamische Interaktionen die sensorische Verarbeitung

in Abhéngigkeit des Verhaltenskontext optimieren kénnen (Nicolelis & Fanselow)
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Abbildung 3.18: Beispiel der Bestimmung des Detektionsschwellenwertes der d’-
Funktion auf Einzeltier-Basis. Die d’-Funktion wurde entsprechend der Gléttungsmethode
aus den C' R-Raten berechnet (siche Methoden). Der Schwellenwert entsprach dabei dem Schnitt-
punkt einer linearen Extrapolation durch den ersten Datenpunkt mit d’>1 (blauer Kreis) und
dem davor liegenden (braunes Quadrat) mit der d’=1.0-Geraden. In diesem Beispiel erreichte die
Detektionsleistung das Schwellenkriterium nur nach granuldrer und infragranulirer ICMS.

2002)). Aus diesem Grund ist es interessant zu untersuchen, ob sich durch die Rekru-
tierung der corticothalamischen Feedback-Schleifen die perzeptuelle Interpretation
corticaler Mikrostimulation verbessern lisst. Ob und in welcher Form perzeptuelle
Effekte nach intracorticaler Mikrostimulaiton tatsdchlich auf subcorticalen Schalt-
kreisen beruhen wird bislang kontrovers diskutiert (DeYoe et al., |2005; Tehovnik
et al., 2005b; |Logothetis et al., 2010). Um diese Frage zu testen, wurden die zuvor
beschriebenen Stimulationsprotokolle als konditionierte Stimuli in einem Detekti-
onskontext genutzt. Eine Signal-Detektions-Analyse sollte dann Riickschliisse auf
die perzeptuelle Relevanz der verschiedenen oben genannten Subsysteme erlauben.
In Abschnitt wurde erldutert, dass, ausgehend von den Raten der konditionier-
ten Reaktionen (C'R) der Einzel-Tiere, die Detektionsleistung als unabhingiges Maf
von den Experimentalbedingungen in Form des d’-Wertes bestimmt wurde (Green
& Swets, (1966)). Als perzeptuelles Schwellenkriterium galt d’=1.0. Die einzelnen d’-

Werte wurden zunéchst durch eine gewichtete Mittelung der beiden umliegenden
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d’-Werte gegléttet (siche Abschnitt [2.6.2). Fiir die psychometrische Analyse der per-
zeptuellen Schwellenwerte wurde der Strom-Schwellenwert bestimmt, fiir welchen die
Antwortraten d’>1.0 lagen. Dieser wurde bestimmt anhand einer linearen Extrapo-
lation zwischen dem ersten d’-Wert iiber 1.0 und dem davor liegenden. Abbildung
zeigt ein Einzelbeispiel der Schwellenwertbestimmung anhand der entsprechen-
den d’-Funktion.

3.4.1 Schichtabhingigkeit des iiberschwelligen Initiallernens

Im ersten Block wurden die Tiere in 12 Trainings initial auf die Detektion der mono-
polaren ICMS in drei corticalen Tiefen trainiert (n=10). Die verwendeten Pulsziige
(300 ms, 100 Hz, Einzelpulse 80 pA) wurden pseudorandomisiert prisentiert (siehe
Methoden). Die Lernleistung, in Form der gemittelten konditionierten Antwortraten
(CR) iiber alle Tiere, zeigte signifikant hohere Erfolge nach granuldrer und infra-
granuldrer Stimulation, im Vergleich zur supragranuldren Stimulation (Abbildung
3.19A). Die psychometrische Analyse der Detektionsleistung anhand der d’-Werte
ergab, dass die Tiere im Mittel bei Stimulation in den granulidren und infragranuléren
Schichten den Schwellenwert von d’=1.0 innerhalb von vier Trainingstagen erreich-
ten. Nach 12 Trainings erreichten die Tiere dann bei ICMS;; vy und ICMSy v
ein Plateau von etwa d’=1.7. Supragranuldre Stimulation fiihrte hingegen nur zu
einem leichten Anstieg der Detektionsleistung ohne Erreichen des Schwellenwer-
tes von d’=1.0 (Abbildung [3.19B). Eine zwei-faktorielle rmANOVA (Huynh-Feldt-
korrigiert) der d’-Werte ergab signifikante Effekte der Hauptfaktoren , Trainingstag®
(Fe.053.97 = 10.07, p<0.001) und ,,Stimulationstiefe* (Fy 53 1576 = 13.75, p=0.01), so-
wie eine signifikante Interaktion (Fi419127.70 = 2.91, p=0.001). Ein Post-hoc-t-Test
(Bonferroni-korrigiertes Signifikanzniveau: o = a/npess = 0.017, nyesy = 3) der d’-
Werte des letzten Trainingstages zeigte signifikante Lernleistungen nach granulérer
(1.81 £0.28, p=0.016) und infragranulédrer (1.69 +0.19, p=0.006), nicht aber nach
supragranulérer Stimulation (0.49 +0.39, p=0.225).
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Abbildung 3.19: Initiale Lernkurve nach schichtspezifischer Stimulation mit iiber-

schwelligen Reizen (80 pA). A. Konditionierte Antwortraten als Funktion der Trainingstage.
B. Analyse der Detektionsleistung anhand der d’-Wert Funktionen.

3.4.2 Psychometrische Funktionen: Schichtabhdngigkeit des

Detektionsschwellenwertes

Nach erfolgreicher Assoziation des C'St mit dem US, wurden die Amplituden der
applizierten Strome systematisch variiert (5-100 pA), um die Detektionssensitivi-
tit als Funktion der ICMS-Stérke zu bestimmen. Die konditionierten Antwortraten
zeigten, dass die Detektion mit den niedrigsten Amplituden nach infragranulérer Sti-
mulation erreicht wurde. Mit leicht hoheren Amplituden stieg dann auch die Detekti-
onsleistung nach granulérer Stimulation an (Abbildung[3.20A). Die psychometrische
Analyse der d’-Werte zeigte, dass im Bereich der getesteten Amplitudenvariationen
der Schwellenwert entsprechend zunéchst nach infragranuldrer Stimulation und dann
nach granuldrer Stimulation erreicht wurde. Die Detektionsleistung nach supragra-
nuldrer Stimulation zeigte nur einen leichten Trend hoéherer Detektionsleistungen

mit Zunahme der Stimulationsstéirke, erreichte den Schwellenwert im Mittel aller-
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dings nicht (Abbildung [3.20B). Eine zwei-faktorielle rmANOVA zeigte entsprechend
hoch signifikante Effekte der Hauptfaktoren ,,Stimulationsstérke (F7.9763.65 = 24.08,
p<0.001) und ,Stimulationstiefe” (F 551418 = 26.98, p<0.001), sowie eine hoch si-
gnifikante Interaktion (Fy504,135.36 = 5.57, p<0.001). Zur weiteren psychometrischen
Analyse wurden nun die genauen Stromstirken beim Erreichen des Schwellenwertes
nach der oben erlduterten Methode auf Einzeltier-Basis bestimmt und anschlielend
gemittelt. Da nur 3 der 10 Tiere den Schwellenwert nach supragranuldrer Stimu-
lation erreicht haben, wurden diese von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die
Schwellenwert-Bestimmung ergab die sensitivste Detektionsschwelle nach infragra-
nuldrer Stimulation mit Amplituden von 35.60 + 2.88 A, wéihrend nach granulérer
Stimulation im Mittel Stimulationsstiarken von 50.18 + 4.05 pA zur Detektion notig
waren (siehe Abbildung [3.22} gepaarter t-Test, p<0.001).

Monopolare Stimulation
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Abbildung 3.20: Psychometrische Analyse der Detektionsleistung nach monopolarer
Stimulation. A. Konditionierte Antwortraten als Funktion der Stimulationsstirke nach mono-
polarer Stimulation. B. Psychometrische Analyse der Detektionsleistung anhand der d’-Werte als
Funktionen der Stimulationsstiirke. Als perzeptuelles Schwellenkriterium wurde d’=1.0 festgelegt.
Erlauterungen siehe Text.
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3.4.3 Psychometrische Funktionen nach bipolarer Stimulation

Die Befunde zeigen, dass die infragranuldre Mikrostimulation am effektivsten ist,
um perzeptuelles Lernen zu gewéhrleisten, wihrend die elektrophysiologischen Un-
tersuchungen gezeigt haben, dass ICMSy,y; einhergeht mit einer starken lokalen
(vertikalen) corticalen Aktivierung und der effektiven Rekrutierung corticothalami-
scher rekurrenter Feedback-Schleifen. Um die Hypothese zu iiberpriifen, dass diese
corticothalamischen Interaktionen eine notwendige Voraussetzung fiir die Evozierung
von Perzepten mit niedrigen Amplituden darstellen, wurde die Architektur des ver-
tikalen Stimulations-Arrays ausgenutzt, um bipolar zwischen der granuliren und der
supragranuliren (supragranuldre BP-ICMS), sowie infragranuliren (infragranuldre
BP-ICMS) Elektrode zu stimulieren. Bipolare Felder sind (1) rdumlich kondensierter,
als monopolare Felder und (2) erlauben sie eine priferenziell richtungsselektive An-
regung der Axone (Nowak & Bullier, [1998) in Richtung des kathodischen Pols, also
longitudinal zum elektrischen Feld, und inhibieren horizontale Fasern, welche ortho-
gonal zum Feld verlaufen (Ranck| 1975;|Yeomans, 1990). Durch zusitzliche Variation
der Polaritédt der Fithrungs- und Folgephase der Einzelpulse wurden so vier Konfigu-
rationen der BP-ICMS getestet, welche préferenziell die vertikalen, intrakolumnéren
Netzwerke im Cortex mit spezieller Richtungsselektivitit anregen. Durch die ent-
sprechenden Konfigurationen wurden Axone vornehmlich in Richtung der oberen
Ausgangs-Schichten (supragranulire kathodische (SK) BP-ICMS), in Richtung der
Eingangs-Schichten (supragranulire anodische (SA) BP-ICMS und infragranulire
anodische (IA) BP-ICMS) oder in Richtung der corticofugalen Ausgangs-Schichten
(infragranuldre kathodische (IK) BP-ICMS) angeregt. Zur graphischen Illustration
der vier BP-ICMS-Konfigurationen und ihrer préferenziellen Aktivierungsrichtung
siche Abbildung [3.21|C.

Die Detektionsleistung in Abhéngigkeit der Stimulationsstéirke auf diese vier Konfi-
gurationen wurde anhand der gleichen Amplituden-Variationen von 5-100 pA gete-
stet. Zunéchst zeigten die Raten der konditionierten Antworten, dass mit allen vier
Konfigurationen niedrigere Stromamplituden zur Detektion ausreichend waren, ver-

glichen mit der monopolaren Stimulation (Abbildung [3.21]A). Die psychometrische
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Abbildung 3.21: Psychometrische Analyse der Detektionsleistung nach bipolarer Sti-
mulation. A. Raten der konditionierten Antworten als Funktion der Stimulationsstirke nach bipo-
larer Stimulation (BP-ICMS). B. Psychometrische Analyse der Detektionsleistung anhand der d’-
Werte als Funktionen der Stimulationsstirke. Als perzeptuelles Schwellenkriterium wurde d’=1.0
festgelegt. C. Graphische Erlduterung der vier moglichen Konfigurationen nach BP-ICMS unter
Ausnutzung der vertikalen Stimulationsarrays. Dazu wurde jeweils an der oberen (I/II) und der
mittleren (ITII/IV) Elektrode oder an der mittleren und der tiefen (V/VI) Elektrode Strom appli-
ziert. Durch Variation der Polaritit der Fithrungsphase (anodisch/kathodisch) wurde zudem die
Orientierung des elektrischen Feldes verdndert. Die jeweils resultierenden elektrischen Felder sind
entsprechend durch die Lage der Kathode (in rot und mit ,-“ markiert) und der Anode (in griin
und mit ,,+“ markiert) dargestellt. Die schwarzen Pfeile markieren die priferenzielle Richtung der
Aktivierung neuronaler Fasern entsprechend der Lage des kathodischen, depolarisierenden Pols. TK
= infragranuldre kathodische BP-ICMS; TA = infragranulire anodische BP-ICMS; SK = supra-
granuldre kathodische BP-ICMS; SA = supragranulire anodische BP-ICMS. Erlduterungen siehe
Text.
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Psychometrische Schwellenwerte
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Abbildung 3.22: Psychometrische Analyse der perzeptuellen Schwellenwerte der ver-
schiedenen Stimulationskonfigurationen. A. Perzeptuelle Schwellenwerte nach monopolarer
Stimulation waren nach infragranulirer (V/VI) Stimulation signifikant niedriger als nach granuli-
rer (IIT/VI) Stimulation (p<0.001). B. Nach bipolarer Stimulation und schichtspezifischer Variation
der Polaritiiten zeigte sich, dass die priferenzielle Stimulation der corticofugalen Projektionen durch
infragranulire kathodische BP-ICMS (IK) am effektivsten bei der Generierung von Perzepten war
(p<0.008). Alle anderen Konfigurationen (IA, SK, SA) zeigten zwar einen Trend unterschiedlicher
Effektivitdt, waren allerdings nicht signifikant unterschiedlich (p>0.008).

Analyse der d’-Werte zeigte, dass das Schwellenkriterium d’=1.0 mit allen vier Kon-
figurationen mit den verwendeten Amplituden erreicht wurde (Abbildung [3.21B).
Ahnlich zur monopolaren Stimulation fiihrte allerdings die Stimulation an der mitt-
leren und tiefen Elektrode (infragranulire BP-ICMS) zu einem hoheren Plateau der
mittleren C'R-Rate von etwa 0.8 (korrespondierend mit einem d’-Wert von 2.2).
Die psychometrische Analyse der d’-Werte zeigte weiter, dass nach infragranulérer
BP-ICMS mit kathodischem Pol in den tiefen Schichten, welche zu einer effekti-
ven Anregung corticothalamischer Projektionen fiihren sollte, der Anstieg iiber den
Schwellenwert von d’=1.0 mit den geringsten Stromstirken gefunden wurde. Eine
zwei-faktorielle rmANOVA zeigte signifikante Effekte der Hauptfaktoren ,Stimulati-
onsstirke* (Fr7g3 = 30.76, p<0.001); ,,BP-ICMS-Konfiguration® (Fy 539974 = 41.05;
p<0.001), sowie deren Interaktion (Fy7.19154.08 = 2.10, p=0.009).

Die Analyse der Detektionsschwellenwerte auf Einzeltier-Basis ergab entsprechend
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die niedrigsten perzeptuellen Schwellen bei IK-BP-ICMS (20.50 + 5.60 pA), so dass
der Detektionsschwellenwert von der richtungsselektiven Aktivierung corticothala-
mischer Projektionen abhéngig war. Alle anderen Konfigurationen zeigten signifi-
kant hohere Schwellenwerte (siehe Abbildung[3.22B; IA-BP-ICMS: 31.61 £ 5.32 pA,
SK-BP-ICMS: 38.43 £+ 6.29 pA und SA-BP-ICMS: 47.77 £+ 10.67 pA) Ein paar-
weise post-hoc durchgefiihrter Vergleich (gepaarter t-Test, Bonferroni-korrigiertes
Signifikanz-Niveau a* = 0.008, ns = 6) zeigte, dass die Schwellenwerte der infra-
granuldren, anodischen BP-ICMS signifikant niedriger waren, als alle anderen Kon-
figurationen (p<0.008), sich die drei weiteren jedoch nicht signifikant voneinander

unterschieden (p>0.008).
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4 Diskussion

Schon Platon stellte in dem eingangs erwidhnten , Hohlengleichnis® fest, dass die
physikalischen Gegebenheiten der &ufleren Welt mit unseren inneren subjektiven
Empfindungen und Wahrnehmungen nicht unmittelbar zusammenfallen. Im Zentra-
len Nervensystem konnte sich eine solche Transformation der neuronalen Informa-
tion schon auf der Ebene des priméren sensorischen Cortex ergeben, welcher als
Nexus zwischen subcorticalen, afferenten Eingingen und weitreichenden intracorti-
calen Verbindungen eine iibergreifende Integration von Bottom-up- und Top-down-
Prozessen erlaubt (Scheich et al., |2006). Dennoch sind diesbeziigliche operative Me-
chanismen auf der Ebene der lokalen Funktionseinheiten, der corticalen Mikroschalt-
kreise, trotz der Kenntnisse iiber ihre strukturelle Organisation, bislang nur unzurei-
chend verstanden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in drei Schritten die Integrati-
on physikalischer Stimulusparameter und die daraus abgeleitete Generierung lokaler
corticaler Aktivierungsmuster, durch welche Stimuli letztlich perzeptuelle Relevanz
erlangen, auf der Ebene der funktionellen Mikroarchitektur intracorticaler und cor-
ticothalamischer Interaktionen, zu untersuchen.

Die in dieser Arbeit vorgestellten elektrophysiologischen Experimente konnten an-
hand der Kombination von CSD-Analyse und pharmakologischer corticaler Deakti-
vierung zeigen, dass innerhalb des primé&ren auditorischen Cortex verschiedene loka-
le, intrakolumnére, sowie weitreichende, interkolumnére Subsysteme parallel operie-
ren. Es konnte gezeigt werden, dass bereits auf der Ebene der Reprisentation physi-
kalischer Stimulusparameter, kompetitive Wechselwirkungen zwischen benachbarten
corticalen Kolumnen die Verarbeitung der Bottom-up-Informationen zu einem raum-

zeitlich hoch integrierten Prozess aus konvergenten thalamocorticalen und lokalen,
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wie weitreichenden, intracorticalen Eingéingen machen (Happel et al., [2010b)). Im
zweiten Teil wurde zusétzlich die schichtabhéingige Organisation intracorticaler und
corticothalamischer Verbindungen ausgenutzt, um durch schichtspezifische Mikro-
stimulation weitreichende polysynaptische Feedforward-Aktivierungen von der Ak-
tivierung lokaler corticothalamischer Feedback-Schleifen zu separieren. Dabei konnte
die Existenz eines schnellen und lokalen exzitatorischen cortico-thalamocorticalen
rekurrenten Schaltkreises zwischen den infragranuldren Ausgangs- und den granulé-
ren Eingangs-Schichten nachgewiesen werden, welcher am effektivsten durch Stimu-
lation in den tiefen Ausgangs-Schichten aktiviert wurde. Im Gegensatz dazu konn-
ten weitreichende Aktivierungen im Cortex {iber Kolumnen hinweg am effektivsten
durch Stimulation der Eingangs-Schichten hervorgerufen werden. In einem paralle-
len Detektionsexperiment wurden die Beitrdge dieser Subsysteme zur Generierung
von Perzepten untersucht. Es zeigte sich, dass die Rekrutierung der lokalen, rekur-
renten Feedback-Schleifen am effektivsten zur Generierung von Perzepten fiihrte,
wéahrend die Aktivierung weitreichender horizontaler Feedforward-Pfade iiber cor-
ticale Kolumnen hinweg zu keiner erhohten Stimulusdetektion beitrugen (Happel
et al., 2010a). Zusétzlich zeigte sich, dass die lokalen corticothalamischen Schleifen
nach Stimulation in den oberen Schichten génzlich umgangen wurden und trotz Ak-
tivierungen lateraler intracorticaler Netzwerke eine Detektion der ICMS nur schwer
erreicht wurde. Die Befunde der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine lokale rekur-
rente Signalverarbeitung in corticothalamischen Schaltkreisen die lokale Aktivierung
im Cortex durch Wiedereinfiihrung neuronaler Information verstirken kénnen. Die-
se corticothalamischen Interaktionen kénnen so moglicherweise an der Generierung
perzeptuell detektierbarer corticaler Aktivierungsmuster beteiligt sein, welche eine
Auslese durch nachfolgende weitreichende Feedforward-Prozessierungen ermoglichen.
Im Folgenden sollen diese Befunde und weitere Implikationen detaillierter diskutiert

werden.
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4.1 Laminare Verarbeitung akustischer Reize im
primaren auditorischen Cortex

Im priméren auditorischen Cortex terminieren tonotop organisierte afferente Eingén-
ge aus dem lemniskalen Thalamus (Merzenich et al., [1975; |Lee & Winer] 2005), wel-
che jedoch keine strikten Punkt-zu-Punkt-Projektionen darstellen (Miller & Schrei-
ner, 2000; Winer et al.. 2005). Vielmehr sind die Verbindungen zwischen vMGB
und AI viel breiter, als die schmalbandigen iiberschwelligen Abstimmeigenschaf-
ten corticaler Bereiche vermuten lassen (Bitterman et al. [2008; Bandyopadhyay
et al., 2010; Rothschild et al., 2010). Thalamocortical-rezipiente Neurone verteilen
spektrale Information am stérksten innerhalb einer Isofrequenzkolumne, was die lo-
kale Konservierung funktionaler Eigenschaften inklusive modularer Subdivisionen
erlaubt (Ehret|, |1997; Budinger et al. 2000a; Schreiner et al., 2000; Read et al.,
2001; [Linden & Schreiner, |2003)). Nichtsdestotrotz werden die spektralen Abstim-
meigenschaften im Cortex nicht ausschliefilich durch afferente Bottom-up-Eingéange
vermittelt, sondern basieren auf zuséitzlichen intracorticalen Eingingen, welche wei-
tere Informationen iiber die spektrale Struktur eines akustischen Stimulus beitragen
(Wallace et al., [1991; Miller et al. 2001a; Kadia & Wang, [2003; [Edeline, 2003} Me-
therate et al., 2005; [Liu et al., 2007). Dieses Phdnomen der spektralen Integration
in Al wurde eingangs in Abschnitt als Modellmechanismus beschrieben, an
welchem die Integration und Interaktion thalamocorticaler und verschiedener intra-
corticaler Eingéinge in priméiren sensorischen Cortices untersucht werden kann. Den-
noch erkldren die bisherigen Studien vornehmlich die Arbeitsteilung der afferenten
Eingdnge und der intracorticalen Beitrige. Einerseits existieren weitreichende ho-
rizontale Projektionen, welche die spektralen Antworteigenschaften weit entfernter
corticaler Bereiche modulieren, welche keinen korrespondierenden afferenten Ein-
gang erhalten (Nicht-BF-Interaktion, |[Kaur et al.| 2004; [Metherate et al.l 2005).
Thalamocorticale Eingéinge hingegen rekrutieren intrakolumnire Schaltkreise, wel-
che lokal durch rekurrente exzitatorische Verschaltungen selektiv die iiberschwelligen

Antworten thalamocortical-rezipienter Neurone verstéirken, so dass dadurch das cor-
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ticale Abstimmverhalten verschéarft wird (Liu et al., |2007)).

Doch liegen die corticalen Bereiche, in denen vornehmlich eines der beiden Pro-
jektionssysteme die Abstimmeigenschaften auf eine bestimmte Frequenz prigt, weit
auseinander. Bislang offen blieb die Frage, wie in den Bereichen, wo die Uberlappung
spektraler Eingénge aus beiden Systemen am stérksten ist, eine prizise raumzeitliche
Integration der Informationen {iber das Stimulusspektrum durch die synaptischen
Verteilungen afferenter und intrinsischer, interkolumnirer Eingénge iiber die Den-
dritenbdume der corticalen Neurone, vonstatten geht. In der vorliegenden Arbeit
wurden zur Klarung dieser Frage laminare CSD-Profile nach Reinton-Stimulation
analysiert und durch eine Kombination mit pharmakologischer Deaktivierung der
intracorticalen Schaltkreise, die Beitrdge thalamocorticaler Projektionen zum lami-

naren Aktivierungsmuster separiert (siche auch Happel et al.l 2010b]).

4.1.1 Zeitliche Prazision horizontaler und afferenter Eingdnge in

granuldren Schichten

Die Befunde des ersten Teils der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass afferen-
te und konvergierende intracorticale Synapsenpopulationen eine voneinander unter-
scheidbare laminare Organisation besitzen und dass sie, in Abhéngigkeit der spektra-
len Eingénge, zeitlich unterschiedlich aktiviert werden (Abbildung [3.2)und [3.4)). Die
Befunde konnten bestitigen, dass die initiale Aktivierung einer corticalen Kolum-
ne durch Stimulation mit einer Tonfrequenz, welcher der jeweiligen BF entspricht,
durch thalamocorticale Eingénge geprigt ist und tiberschwellige Antworten durch lo-
kale intracorticale Prozesse amplifiziert werden (siche Abschnitt und siehe [Liu
et al., 2007). Weiterhin erhalten corticale Bereiche spektrale Eingénge iiber weitrei-
chende horizontale Projektionen, welche nicht durch die thalamocorticalen Projek-
tionen abgedeckt werden (siehe Abschnitt[3.1.6/und siche Metherate et al., [2005)). Die
Analyse der pharmakologisch manipulierten laminaren CSD-Profile deckte auf, dass
zusétzlich zu diesen beiden Eingangssystemen lokale horizontale Verschaltungen die

raumzeitlichen Antworteigenschaften eines corticalen Bereiches komplementieren. Es
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konnte gezeigt werden, dass die Représentation von Frequenzen in der spektralen
Nachbarschaft der BF (Nah-BF), auf einer zeitlich hoch prézisen Integration afferen-
ter und lokaler horizontaler Eingangssysteme basiert, deren Interaktion das laminare
CSD-Aktivierungsprofil priigen (Abbildung [3.4A). Prinzipiell kénnen bei Nah-BF-
Stimulation die afferenten und die lokalen horizontalen Eingénge mit den gleichen
Onset-Latenzen operieren (siehe Abbildung[3.4B). Doch erst die vergleichende Ana-
lyse der AVREC und der relativen Residuen der CSD konnte nachweisen, dass exzi-
tatorische horizontale Eingéinge tatsdchlich zur initialen Aktivierung einer corticalen
Kolumne nach Nah-BF-Stimulation beitrugen (Abbildung [3.6)). Entsprechend kin-
nen diese horizontalen Eingénge mafigeblich die Latenz iiberschwelliger Antworten
der benachbarten Bereiche auf ebenfalls einlaufende afferente Nah-BF-Informationen
beeinflussen (Abbildung [3.3). Dass diese exzitatorischen horizontalen Eingéinge zu-
dem tatséchlich eine von den afferenten Synapsenpopulationen unterscheidbare la-
minare Organisation aufwiesen, konnte durch die pharmakologische Deaktivierung
gezeigt werden (Abbildung[3.4B): Der Beginn der granuliiren Senke nach Stimulation
mit Nah-BF-Frequenzen lag vor der Deaktivierung in der oberen granuléren Schicht
ITI. Entsprechend unterschiedlich zeigte sich die Lokalisation der separierten thala-
mocorticalen Synapsenpopulationen, die hauptsichlich in Schicht IV lagen (Tabelle
und vergleiche mit Hackett) [2010). Demnach kann ausgeschlossen werden, dass
die initiale Aktivierung in der oberen Schicht IIT nach Nah-BF-Stimulation auf einer
rdumlich strukturierten Verschiebung der afferenten Synapsenpopulationen basiert.
Da beide Projektionssysteme in den granuléren Schichten konvergieren (Ojima et al.|
1991; Budinger et al., 2000b), kénnten sie auf den gleichen neuronalen Populatio-
nen oder zumindest an strategisch vorteilhaften Positionen der gleichen corticalen
Mikroschaltkreise terminieren.

Neben den direkten exzitatorischen lateralen Eingéngen, miissen auch modulato-
risch wirkende Eingénge von einer Kolumne in die andere existieren, welche eine
zeitlich prizise Modulation zwischen corticalen Bereichen erlauben. Ob diese late-
ralen Wechselwirkungen zwangsldufig inhibitorischer synaptischer Natur, im Sinne

einer lateralen Inhibition, sein miissen, kann anhand der CSD-Profile jedoch nicht
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direkt gemessen werden. Denn Strom-Quellen-Dichte-Verteilungen werden vorwie-
gend im Zusammenhang mit extrazelluliren Stromen diskutiert, welche auf exzi-
tatorischen postsynaptischen Potentialen beruhen (Mitzdorf, 1985, |1986). Dennoch
erlaubt die CSD-Analyse zumindest eine indirekte Begutachtung inhibitorischer Pro-
zesse, da das CSD-Profil durch die raumzeitliche Interaktion exzitatorischer und in-
hibitorischer synaptischer Populationen entsteht. Die rdumliche, wie zeitliche Uber-
lagerung der Senken und Quellen gehorcht den Gesetzen der Superposition. Ent-
sprechend kénnen Anderungen der Frequenz des Reiztones zu relativen Anderun-
gen der Aktivierungen spezifischer exzitatorischer und inhibitorischer Synapsenpo-
pulationen fiihren, welche zu graduellen Verschiebungen der resultierenden Senke-
Quelle-Komponenten fithren kénnten. Im Falle des priméren auditorischen Cortex
der Mongolischen Wiistenrennmaus existieren weitreichende horizontale Verbindun-
gen, welche einerseits auf lokalen exzitatorischen, sowie inhibitorischen Neuronen
terminieren (Kurt et al., [2008)) und so zwischen Kolumnen inhibitorische oder fazil-
litatorische Wechselwirkungen vermitteln kénnen (Moller et al., 2010)). Entsprechend
konnte sich die unterschiedliche relative Lage und Latenz zwischen Senken und Quel-
len mit Variation der Reizfrequenzen (siehe Abbildung durch unterschiedliche
Exzitations-Inhibitions-Interaktionen erkldren. Solche prominenten Unterschiede der
Senke-Quelle-Relationen in den CSD-Profilen zeigten sich vor allem in dem inversen
Gradienten der laminaren Onset-Latenz der supragranuliren S2 (Abbildung [3.4)),
welcher entsprechend auf unterschiedliche intrakolumnére (bei BF-Stimulation) und
interkolumnére Eingéinge in Abhéngigkeit der Stimulationsfrequenz hinweist. Des
Weiteren zeigten auch die kiirzeren Latenzen der granuldren Senke nach der Deakti-
vierung bei Stimulation mit Nah-BF-Frequenzen, dass in den granuldren Schichten
exzitatorische und inhibitorische Komponenten das Aktivierungsmuster bedingen.

Welche Rolle die Inhibition fiir die corticale Prozessierung und Représentation phy-
sikalischer Stimuluseigenschaften spielt, wird bislang immer noch kontrovers disku-
tiert. Die vorgerstellten Befunde zur zeitlichen Modulation der Verarbeitung affe-
renter Eingénge zwischen Kolumnen durch horizontale Verschaltungen kénnten da-

bei prinzipiell auf verschiedenen intracorticalen Mechanismen beruhen. So wird bei-
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spielsweise im Zusammenhang mit thalamocorticaler Transmission die sogenannte
Feedforward-Inhibition diskutiert (Swadlow et al., 2002; Swadlow, 2002; Cruikshank
et al.l 2007), welche die sensorische Integration der verschiedenen Eingangssyste-
me kontrollieren kann (Gabernet et al.l [2005). Dieser Prozess basiert darauf, dass
thalamocorticale Projektionen prinzipiell auf granulidren exzitatorischen Pyramidal-
neuronen, wie auch inhibitorischen Interneuronen (,fast-spiking cells*) terminieren
(Miller et al.. [2001b). Entsprechend konnte die Feedforward-Inhibition in Abhén-
gigkeit der Reizfrequenz thalamocorticale EPSPs durch zeitlich prizise IPSPs mehr
oder weniger stark ausgleichen. So kénnten nach BF-Stimulation hoch synchronisier-
te afferente EPSPs eine iiberschwellige Erregung thalamocortical-rezipienter Neuro-
ne erlauben (siehe auch Diskussion in Bruno & Sakmann| 2006), wobei an benach-
barten Bereichen weniger synchronisierte afferente Eingdnge durch zeitlich prézise
IPSPs moduliert werden konnten. Dieses Phéinomen der direkten Uberlagerung exzi-
tatorischer und inhibitorischer spektraler Abstimmkurven konnte in intrazelluldren
Ableitungen bereits gezeigt werden und wurde als sogenannte ,balanced inhibition*
beschrieben (Wehr & Zador, 2003; |Tan et al. 2004). Zunéchst wurden diese zeitlich
prazisen Interaktionen exzitatorischer und inhibitorischer Eingénge als lokales Phé-
nomen verstanden, da morphologisch weitreichende inhibitorische Projektionen im
Cortex selten sind (Prieto et al.l [1994). Doch im Zusammenhang mit der funktio-
nellen Struktur weitreichender horizontaler Projektionen, welche auf inhibitorischen
Komponenten benachbarter lokaler Schaltkreise terminieren konnen (Kurt et all
2008), wurde erst kiirzlich auch anhand intrazelluldrer Ableitungen gezeigt, dass
solche horizontalen Schaltkreise tatséchlich inhibitorische Ausgleichsstrome entspre-
chend der ,balanced inhibition” in lokalen Neuronen vermitteln und so das late-
rale spektrale Abstimmverhalten schirfen kénnen (Wu et al., [2008). Dass solche
funktionell-inhibitorischen Projektionen tatsichlich die lokale Balance der Exzitati-
on und Inhibition {iber weite corticale Bereiche in AT hinweg differenziell beeinflussen
konnen, konnte kiirzlich nachwiesen werden (Moller et al.l 2010, N&heres siche Ab-
schnitt . Ein verwandtes Problem wird im visuellen System schon seit Jahren

kontrovers diskutiert. Bislang konnten intrazelluldre Ableitungen keine konsistenten
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Resultate dazu liefern, wie laterale Inhibition die Orientierungsselektivitéit einzelner
Neurone im visuellen Cortex beeinflusst (Priebe & Ferster, [2008). Einerseits werden
intracorticale exzitatorische und inhibitorische Eingénge fiir die Selektivitit in den
Orientierungskolumnen verantwortlich gemacht, was anhand mikroiontophoretischer
Applikationen bestimmter Transmitter-Agonisten und Antagonisten gezeigt werden
konnte (Toth et all [1997). Dabei wurde zum einen vorgeschlagen, dass corticale
inhibitorische synaptische Eingéinge breiter abgestimmt sind, als die exzitatorischen
Eingénge und diese somit iiber weite Bereiche hin ausgleichen kénnen (Anderson
et al.l |2000). Des Weiteren wurde gezeigt, dass, bei entsprechender intracorticaler
rekurrenter Verschaltung, direkt ausgleichende exzitatorische und inhibitorische Ein-
ginge ebenfalls die Orientierungsselektivitit einzelner Neurone im visuellen Cortex
erklidren konnten (Marino et al., 2005). Andererseits konnten Studien zeigen, dass die
Inaktivierung der gesamten corticalen Verarbeitung durch elektrisch induzierte Sup-
pression (der exzitatorischen, wie inhibitorischen Komponenten Chung & Ferster)
1998)) oder durch pharmakologische Manipulation (Nelson et al., 1994) die Orientie-
rungsselektivitdt der Eingangsneurone nicht vermindert, so dass diese rein auf der
Feedforward-Verarbeitung thalamocorticaler Eingéinge basieren kénnte. Zur Losung
dieser Kontroverse wurden verschiedene Modelle vorgeschlagen, welche durch intrin-
sische nicht-lineare neuronale Eigenschaften (wie zum Beispiel Feuer-Schwellenwert,
Saturierung, etc.) der Eingangsneurone ohne direkte laterale inhibitorische Wech-
selwirkungen solche Formen der Selektivitit ergeben kénnten (Uberblick in [Priebe
& Ferster, 2008). In diesem Zusammenhang konnten die oben erwéhnten Befunde
aus intrazelluldren Ableitungen im auditorischen Cortex einen Beitrag liefern, wie
solche intrinsischen nicht-linearen Eigenschaften das Antwortverhalten beeinflussen
kénnten. Die direkte Uberlagerung der Abstimmeigenschaften exzitatorischer und
inhibitorischer Eingidnge auf bestimmte Reizfrequenzen sorgt dafiir, dass die intra-
zelluliren Eingénge deutlich breiter sind, als die tatséichlich {iberschwelligen Ant-
wortcharakteristiken der Eingangsneurone (Wehr & Zador, [2003; [Tan et al., 2004).
Doch dabei ist des Weiteren zu beachten, dass sich nicht zwangsldufig auch der

zeitliche Verlauf der Exzitation und Inhibition direkt iiberlagert: bei Stimulation
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mit Reintonfrequenzen laufen intrazelluldr gemessene inhibitorische postsynaptische
Strome (IPSPs) in etwa 1-4 Millisekunden nach den EPSPs ein (Wehr & Zador]
2003; Zhang et al., 2003)). Entsprechend kénnten zeitlich prizise Abfolgen verschie-
dener thalamocorticaler und intracorticaler Eingénge durch den Versatz der inhibi-
torischen und exzitatorischen Anteile sehr scharf abgestimmte iiberschwellige Ant-
wortcharakteristiken ohne eine direkte laterale Inhibition zwischen benachbarten
Kolumnen erlauben. Dazu trigt vermutlich bei, dass inhibitorische Neurone eine
niedrigere Feuerschwelle und eine hohere spektrale Bandbreite aufweisen, als die
umliegenden exzitatorischen Neurone (Wu et al. 2008). Zuletzt kann auch nicht
ausgeschlofflen werden, dass solche modulatorischen Einfliisse auf die Erregbarkeit
benachbarter corticaler Bereiche ohne direkte ausgleichende inhibitorische Wechsel-
wirkungen, sondern durch kombinatorische exzitatorische Verschaltungen vermittelt
werden, wie dies bei der spektralen Integration im auditorischen Cortex von Fleder-
méusen gezeigt werden konnte (Razak & Fuzessery, |2008]). Dabei wurden Neurone
beschrieben, welche nur schwach auf bestimmte Tonfrequenzen reagierten, jedoch
durch eine Kombination von Reizfrequenzen mit spezifischen spektralen und zeitli-
chen Intervallen iiberschwellig angeregt werden konnten, was im Zusammenhang mit
der Kodierung aufsteigender und absteigender frequenzmodulierter Téne diskutiert
wurde. Ahnlich kénnten auch kombinierte rein exzitatorische thalamocorticale und
intracorticale Eingéinge mit spezifischen zeitlichen Beziigen zur Aktivierung einer
corticalen Kolumne fiihren.

Schlulendlich kann die Frage, ob tatsédchlich horizontale inhibitorische Verschaltun-
gen an der Vermittlung der hier beschriebenen interkolumniren modulatorischen
Effekte beteiligt sind, vor allem hinsichtlich ihrer laminaren Lokalisation, mit den
klassischen CSD-Methoden nur schwer beantwortet werden. Dennoch zeigen die Be-
funde der Kombination aus CSD- und Residualanalyse, dass die funktionelle Organi-
sation der priméren auditorischen thalamocortical-rezipienten Schichten eine laterale
Interaktion verschiedener konvergenter exzitatorischer und inhibitorischer Einginge
erlaubt, welche die raumzeitliche Integration préziser sensorischer Information zwi-

schen direkt benachbarten granuldren Schichten ermdéglicht (siehe Abschnitt [4.1.4]).
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Erst diese zeitlich hoch prizise Modulation der Sensitivitit benachbarter Bereiche
durch laterale Schaltkreise ermdglicht es, den zeitlichen Beginn der initialen crossla-
minaren Prozessierung einer corticalen Kolumne (Schroeder et al., [1998; Sakata &
Harris, [2009) in Abhéngigkeit zum eigentlichen afferenten Eingang zu kontrollieren,

wenn dieser nicht der BF entspricht.

4.1.2 Lokale intrakolumniare Prozessierung amplifiziert

sensorische Eingange

Durch die pharmakologische Deaktivierung intracorticaler Mikroschaltkreise wur-
den Ton-evozierte Aktivierungen weitgehend auf Schicht IV beschrénkt (siehe Ab-
bildung [3.2l und Abschnitt und die Amplitude sowie die zeitliche Ausdehnung
der granuldren Senke stark reduziert (Abbildung [3.3). Entsprechend ermdglichen
intracorticale Mikroschaltkreise eine Amplifizierung des sensorischen Eingangs auf
corticaler Ebene und eine nachfolgende Aktivierung, die sich {iber alle Schichten
des Cortex hinweg fortsetzt. Die corticale Amplifizierung des sensorischen Eingangs
durch lokale rekurrente Exzitation wurde zunéichst im visuellen Cortex beschrieben
(Douglas et al. [1995; [Stratford et al., [1996; |Douglas & Martin|, 2007) und involviert
intrakolumnére synaptische Populationen in Schicht II/III (Feldmeyer et al., 2002)).
Die starke Amplitudenreduktion der granulidren Senke (siche Abbildung und Ta-
belle bestétigte die Befunde von [Liu et al.| (2007)), welche ebenfalls eine lokale
Amplifizierung afferenter Eingéinge durch rekurrente, exzitatorische Schaltkreise im
priméren auditorischen Cortex nachgewiesen haben. In diesem Zusammenhang zeig-
ten die hoheren Ausgleichsstrome der granuldren Senke S1 in den oberen Schichten
(Q1) eine multiple Uberlagerung intracortical generierter CSD-Komponenten in den
Schichten II/IIT an, welche nach der Deaktivierung weitgehend denen der tieferen
Schichten (Q3) entsprachen (Tabelle 3.1[B). Dabei sind die in dieser Arbeit beschrie-
benen Amplitudenreduktionen corticaler Antworten durch die pharmakologische Be-
handlung (zwischen 82.5% und 92.6%) jedoch nur schwer zu vergleichen mit der von

Liu et al| (2007) beschriebenen Reduktion der afferenten EPSPs thalamocortical-
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rezipienter Neurone nach sehr spezifischer lokaler, intrakolumnérer pharmakologi-
scher Deaktivierung um etwa 40 % (siehe dazu auch folgender Abschnitt [4.1.3).
Die Analyse der zeitlichen Struktur der AVREC-Wellenform hat gezeigt, dass Ton-
evozierte Antworten nach BF-Stimulation durch drei prominente Phasen geprigt
sind, welche zunéchst die intrakolumnéren Prozesse, inklusive der rekurrenten Ver-
starkungen, reflektieren (Phase 1), in denen jedoch laterale Verschaltungen keinen
Beitrag liefern (keine relativen Residuen; Abschnitt [3.1.5). Die maximalen CSD-
Amplituden werden jedoch auch durch die danach folgenden Phasen (2,3), welche
ebenso interkolumnére Prozesse reflektieren, mit beeinflusst (siehe Abbildung 3.7).

4.1.3 Vergleich unterschiedlicher pharmakologischer

Deaktivierungsmethoden

Die pharmakologische Deaktivierung der intracorticalen Verarbeitung wurde durch
epidurale Applikation des GABA 4-Agonisten Muscimol (0.2 - 1.0 pg/ul, maxi-
mal 8.4 mM) erreicht. Da mdogliche Nebeneffekte des Muscimol auf priasynaptische
GABAg-Rezeptoren thalamocorticale EPSPs durch présynaptische Inhibition mi-
nimieren konnten (EDsy = 25 pM, [Yamauchi et al., [2000)), wurde zusétzlich in
einigen Fillen der GABA g-Antagonist SCH50911 appliziert (n=3). Dazu wurden
Konzentrationsverhéltnisse genutzt (6 mM SCH50911 und 4 mM Muscimol), welche
eine Reduktion corticaler Aktionspotentiale um iiber 95% gewihrleisten (Liu et al.|
2007). Etwa 30 Minuten nach der topischen Applikation war das Pharmakon iiber
alle corticalen Schichten (1.5 mm) hinweg diffundiert (Abbildung3.1)). Bei einer Dif-
fusionsfliche von etwa 12 mm? (Craniotomie: 3x4 mm) wurden somit ungefihr 18
mm? des corticalen Gewebes beeinflusst. In einer separaten Studie konnten wir auf
zelluldr-metabolischer Ebene durch Thallium-autometallographische Verfahren zei-
gen, dass die pharmakologische Deaktivierung tatséchlich iiber alle Schichten hinweg
die Stimulus-evozierte Aktivitdt der Neurone blockiert, ohne sich auf die subcorti-
calen Bereiche auszuwirken (sieche Abschnitt sowie |(Goldschmidt et al., [2010).
Der Vergleich der Deaktivierung mit oder ohne Blockade der GABA g-Rezeptoren
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ergab weder signifikante Unterschiede bei der Antwortsuppression der verschiedenen
CSD-Komponenten (Tabelle .1, Abbildung [3.3)), noch unterschiedliche spektrale
Antwortbandbreiten (Abbildung[3.8). Unterschiede konnten allerdings im zeitlichen
Verlauf der Pharmakokinetik festgestellt werden. Die intracorticale Deaktivierung
nach Muscmiol-Applikation dauerte linger als 10 Stunden an (n=5), wihrend die
CSD-Profile nach zusétzlicher Blockade der GABA g-vermittelten Inhibition nach
etwa 2-4 Stunden wieder vollstindig die spiteren Antwortkomponenten aufwiesen
(n=3). Entscheidend fiir die Beurteilung der pharmakologischen Wirkung ist die lo-
kale Konzentration im Gewebe, welche stark von der Diffusionsgeschwindigkeit und
dem -radius abhéngt. Aus diesem Grund wurden die Daten vor der Applikation
verglichen mit Daten, die mindestens 30 Minuten nach Applikation aufgezeichnet
wurden (siehe Abbildung [3.1)). In der zuvor genannten Studie von [Liu et al| (2007)
wurde der Pharmaka-Cocktail durch intracorticale Mikroinjektion appliziert und
hatte einen radialen Diffusionsradius von etwa 600 pm, so dass das Volumen des
beeinflussten Gewebes etwa 1.0 mm? entsprach. Weiterhin wurden die Experimente
bei [Liu et al.| (2007) innerhalb von 30 Minuten durchgefiihrt, so dass die Konzentra-
tionen der Pharmaka in situ deutlich von denen in dieser Arbeit abweichen kénnen.
Dies mag auch die unterschiedlichen relativen Amplitudenreduktionen (siehe oben),
sowie die lingere Erholungsphase der intracorticalen Antwortkomponenten von etwa
7 Stunden in der Studie von |Liu et al. (2007)) erkldren. Fiir zukiinftige Studien kann
daraus resultierend die Verwendung einer Kombination aus Muscimol und SCH50911
vorgeschlagen werden, da sich so eine zeitlich begrenzte, reversible Deaktivierung der
intracorticalen Verarbeitung erreichen ldsst, was den Vergleich der Messungen vor,
wéhrend und nach der Behandlung ermoglicht. Nichtsdestotrotz machen die Befun-
de dieser Arbeit deutlich, das die Schlussfolgerungen aus bisherigen Studien, welche

nur die Muscimol-Applikation genutzt haben, weiterhin als giiltig anzusehen sind.
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4.1.4 Spektrale Integration: Modellsystem der zeitlich prazisen
Interaktion thalamocorticaler und intracorticaler
synaptischer Eingange

Anhand der présentierten Ergebnisse zur rdumlichen (laminaren) und zeitlichen Or-
ganisation synaptischer Eingénge im priméren auditorischen Cortex wurde, in Kom-
bination mit bestehenden physiologischen und anatomischen Modellen, eine ver-
einheitlichte funktionelle Modellvorstellung der beteiligten Eingangssysteme vorge-
schlagen, welche die Integration verschiedener spektraler Eingdnge ermdoglicht (Hap-
pel et al.; 2010b)). In diesem Modell basiert die corticale Repriasentation des Energie-
Spektrums akustischer Signale auf mindestens vier unterscheidbaren Eingangssyste-
men (siehe Abbildung . Dabei kooperieren verschiedene intracorticale Eingénge
(lokal /weitreichend; iiberschwellig erregend /modulatorisch) mit den afferenten Ein-
gingen in der folgenden Art und Weise: An einer spezifischen Stelle in Al terminieren
breit abgestimmte thalamocorticale Eingéinge aus dem vMGB (£3-4 Oktaven, Abbil-
dung mit relativ dhnlichen synaptischen Stérken (Tabelle 3.1} [Liu et al 2007).
Mit der spektralen Distanz zur BF werden die entsprechenden Einginge durch eine
geringere Synapsenanzahl etwas schwécher (Wang, [2007)). Die stirksten afferenten
Eingéinge kommen entsprechend von vMGB-Neuronen mit gleicher BF (blaue Pfeile,
Abbildung . Zwei orthogonal zueinander operierende intracorticale Feedforward-
Systeme wurden zuvor beschrieben: (1) intrakolumnire exzitatorische rekurrente
Mikroschaltkreise zwischen den thalamocortical-rezipienten Neuronen und Neuro-
nen (ohne afferente Eingéinge) in Schicht II/IIT verstirken die iiberschwelligen af-
ferenten Eingénge. Je stirker der afferente Eingang, desto stirker die lokale Am-
plifizierung (griine Kreise), so dass diese intracorticale Verschaltungsstruktur das
corticale Abstimmverhalten verschirft (Liu et al., 2007). (2) Weitreichende hori-
zontale Projektionen stellen (unterschwellige) spektrale Informationen aufierhalb
des afferenten Eingangsbereiches zur Verfiigung (lange orange Pfeile Kaur et al.
2004; [Metherate et al., [2005), welche entsprechend durch exzitatorische Synapsen

erregende oder, durch Rekrutierung lokaler inhibitorischer Schaltkreise, funktionell-
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Thalamus
(VMGB)
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Abbildung 4.1: Vereinheitlichte funktionelle Modellvorstellung der spektralen Inte-
gration im primiren auditorischen Cortex. Bei Stimulation mit der Bestfrequenz werden
zunéchst nur thalamocorticale Synapsen aktiviert (blau). Durch intrakolumnére rekurrente Exzi-
tation tiber lokalen Mikroschaltkreise (griin) werden die Eingéinge amplifiziert und die {iberschwel-
lige Antwortstirke einer Kolumne definiert. Weitreichende horizontale Projektionen terminieren in
den oberen Schichten und erlauben effektive Verschaltung topographisch organisierter spektraler
Informationen iiber einen Grofiteil des audiblen Spektrums (lange orange Pfeile). Ein zusammen-
héngendes Netzwerk lokaler exzitatorischer und modulatorischer interkolumnérer Verschaltungen
ermoglicht die Integration der Frequenz-Représentation verschiedener benachbarter corticaler Be-
reiche und kontrolliert die zeitlich prézisen interkolumnéren Wechselwirkungen (orange und lila).
Schlussendlich wird die spektrale Abstimmschérfe (lokal) und die -bandbreite (global) im priméren
auditorischen Cortex durch die Interaktionen dieser (mindestens) vier verschiedenen Subsysteme
bestimmt. Ubernommen aus |Happel et a1.| q2010bD.

inhibitorische Wirkungen haben konnen (Kurt et al.) 2008). Diese weitreichenden

Projektionen erlauben eine effektive Verschaltung breiter spektraler Informationen
der topographisch organisierten afferenten Eingéinge, welche in den hoheren Schich-
ten (Senke S2) der angrenzenden corticalen Bereiche terminieren. In einer weiteren
Studie konnten wir zeigen, dass diese weitreichenden Wirkungen, welche die spektra-

le Energie der Stimuli abseits der BF représentieren, weniger systematisch in ihrer

Wirkung auf entferntere corticale Bereiche sind (Moller et al., 2010). Durch lokale mi-

kroiontophoretische Applikation von GABA-Agonisten oder -Antagonisten konnten
wir feststellen, dass weitreichende Verbindungen in Al unterschiedliche fazillitato-
rische, sowie inhibitorische Einfliisse auf entfernte Kolumnen haben kénnen. Diese

Effekte wurden auf Feldpotential- und auf Aktionspotential-Ebene beschrieben.
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In der vorliegenden Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass die beiden beschrie-
benen Systeme erginzt werden durch Beitrige lokaler horizontaler Verschaltungen.
Bei der Représentation spektraler Informationen nahe der BF konvergieren afferente
Eingénge zeitlich hoch priizise mit horizontalen Eingingen aus den Nachbarberei-
chen (deren BF der Stimulationsfrequenz entspricht). Diese interkolumnéren Wech-
selwirkungen zwischen den corticalen Eingangs-Schichten (lila Pfeile) modulieren die
zeitliche Aktivierung der corticalen Nachbarbereiche entweder durch exzitatorisch-
inhibitorische Wechselwirkungen (z.B. Feedforward-Inhibition oder , balanced inhibi-
tion”, Swadlow, 2002; Wehr & Zador, 2003) oder durch kombinatorische exzitatori-
sche Einginge (Razak & Fuzessery, 2008} |Priebe & Ferster, 2008| Diskussion siehe
oben). Daraus resultiert, dass das corticale spektrale Abstimmverhalten bestimmt
wird durch lokale intracorticale Verbindungen innerhalb einer Kolumne (rekurrente
Verstarkung), sowie zwischen Kolumnen (horizontale Verbindungen), die afferente
Einginge erhalten. Entsprechend fiithren thalamocorticale Eingéinge, je nach Akti-
vierungsstérke, zu unterschiedlichen lokalen, wie auch weitreichenden Prozessen im
Cortex, deren Wechselwirkungen die hoch aufgelosten spektralen Abstimmeigen-
schaften corticaler Neurone erméglichen (Bitterman et al., 2008; [Bandyopadhyay
et al.| 2010; |[Rothschild et al.; 2010)). All dies demonstriert, dass die komplexe funk-
tionelle Organisation der intracorticalen Netzwerke im auditorischen Cortex eine
weitreichende Modulation der prinzipiellen lokalen Antwortbereitschaft corticaler
Bereiche erlaubt (siehe auch Haider & McCormick, [2009). Diese Art der Interkon-
nektivitit stellt eine mogliche Grundlage fiir die corticale Prozessierung komplexer
spektraler Energie-Verteilungen dar, welche in mehreren Regionen iiber das gesamte
Areal des auditorischen Cortex hinweg analysiert und integriert werden miissen, wie
dies beispielsweise im Zusammenhang mit der Stimulussegregation in sogenannten

Cocktail-Party Situationen gezeigt wurde (Kurt et al.| |2008).
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4.2 Effekte der schichtspezifischen intracorticalen
Mikrostimulation

Die Aktivierung von Neuronen durch elektrische Felder basiert auf der Umpolarisati-
on der Zellmembranen (Ranck} 1975). Dabei werden vornehmlich axonale Strukturen
angeregt (Nowak & Bullier,[1998). Axone kénne so in der physiologischen Erregungs-
richtung (orthodrom) oder entgegengesetzt (antidrom) angeregt werden (Godschalk
et al.l |1984). Fiir eine transsynaptische Weiterleitung der Anregung bedarf es der
Stimulation mit héheren Stimulationsamplituden (z.B. 80 A, siehe Butovas et al.|
2006; Histed et al.l [2009). Welche potentiell unterschiedlichen Effekte die elektrische
Reizung corticalen Gewebes mit solchen Stimulationsstirken auf die lokalen und
weitreichenden Netzwerke hat, wird bislang kontrovers diskutiert (Chung & Ferster,
1998; Butovas et al., 2006; Tehovnik et al. |2006; Deliano et al., 2009; Histed et al.,
2009; Logothetis et al., 2010). So konnten einige Studien nach ICMS weitreichen-
de polysynaptische Aktivierungen iiber mehrere Millimeter Reichweite im Cortex
feststellen (Butovas & Schwarz, 2003} Deliano et al., [2009), andere hingegen be-
schrieben eine Schicht-iibergreifende Aktivierung inhibitorischer Netzwerke, welche
die Aktionspotential-Generierung lokaler Neurone stark einschrénkt (Chung & Fer-
ster, 1998; Butovas et al., 2006) und so mogliche Ausginge der lokalen corticalen
Netzwerke stark minimieren konnte (Logothetis et al., [2010). Als Losungsvorschlag
dieser widerspriichlichen Befunde wurde zudem vorgeschlagen, dass die weitreichen-
den Anregungen corticaler Netzwerke nach ICMS auf der Rekrutierung subcortica-
ler Relay-Schaltkreise beruht, welche in weite Bereiche des Cortex zuriickprojizieren
(Tehovnik et al.l 2005b, 2006; Logothetis et al., [2010).

Um die Beteiligung dieser verschiedenen neuronalen Netzwerke genauer zu untersu-
chen, wurde in dieser Arbeit die rdumliche Spezifitdt der Stimulationsorte variiert.
Mit Hilfe der CSD-Analyse konnten im Folgenden die postsynaptischen Effekte der
schichtspezifischen ICMS, also der orthodromen, wie transsynaptischen Aktivierun-
gen der corticalen Netzwerke mit hoher rdumlicher und zeitlicher Auflésung unter-

sucht werden. Es zeigte sich, dass sich weitreichende corticale Areale mit lateralen
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Reichweiten von mindestens 1.5 mm oder mehr am effektivsten durch Stimulati-
on in den granuldren Eingangs-Schichten anregen lassen (Abbildung [3.13). Diese
laterale Ausbreitung der Erregung wurde durch die pharmakologische Deaktivie-
rung stark eingeschriankt, woraus zu schlussfolgern ist, dass diese weitreichenden
Aktivierungen auf der Anregung polysynaptischer, intracorticaler Netzwerke beru-
hen (Abbildung . Bei Stimulation der supragranuldren Schichten wurde jedoch
das lokale Netzwerk nicht entsprechend der physiologischen, crosslaminaren Kas-
kade angeregt (Abbildung [3.12). Intrazellulire Ableitungen lokaler Neurone im vi-
suellen Cortex haben gezeigt, dass es durch supragranulidre Mikrostimulation zu
einer Schicht-iibergreifenden Aktivierung inhibitorischer Netzwerke kommt |(Chung
& Ferster| (1998). Dies konnte die Aktionspotentialgenerierung in allen lokalen ex-
zitatorischen Neuronen verhindern (z.B durch Hyperpolaridation oder sogenannte
Kurzschluss-Inhibition (,,shunting inhibition”) und so das Unterbleiben crosslamina-
rer Prozessierungen der lokalen Netzwerke sowie die deutlich abgeschwichte polysyn-
aptische Weiterleitung innerhalb des Cortex im Vergleich zur granuldren Stimulation
erkldren (siehe auch Logothetis et al., 2010). Die Beteiligung subcorticaler Schaltkrei-
se wurde durch die corticale Deaktivierung untersucht. Innerhalb des Areals Al des
priméren auditorischen Cortex konnten nach der Deaktivierung signifikante Senken-
Komponenten nur nach proximaler ICMS in den corticalen Eingangs-Schichten fest-
gestellt werden (Abbildung [3.12). Zudem wurden diese robusten granuléren Senken
nur durch Stimulation in den infragranuldren Schichten und etwas schwécher durch
Stimulation in den granuldren Schichten evoziert. Grundlegend kénnten die robusten
monosynaptischen Einginge im Cortex nach der pharmakologischen Blockade po-
lysynaptischer Erregungen auf verschiedenen Mechanismen beruhen. Aufgrund der
Schicht-Abhéngigkeit der Stimulation wurde die Hypothese aufgestellt (Abschnitt
B.3.3), dass diese robusten Aktivierungen auf einer effektiven Rekrutierung exzita-
torischer corticothalamischer Projektionen basieren, welche im Thalamus zu einer
ausreichend starken Aktivierung afferenter thalamocorticaler Projektionen fiihren,
die zuriick in die corticalen Eingangs-Schichten projizieren. Im Folgenden sollen die

Argumente fiir diese Hypothese diskutiert werden.
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4.2.1 Rekurrente corticothalamische Interaktionen als Ursprung

lokaler corticaler Aktivierungsmuster

Durch Stimulation in den infragranuliren Ausgangs-Schichten wurde nach der De-
aktivierung die stirkste robuste Senke in den Eingangs-Schichten evoziert. Entspre-
chend sind die Axone der infragranuliren Pyramidalneurone der wahrscheinlich-
ste Vermittler dieser elektrisch evozierten monosynaptischen Eingénge. Einerseits
konnten durch die Anregung der infragranuléiren Neurone die erwdhnten rekurren-
ten Schleifen iiber subcorticale Relay-Stationen aktiviert worden sein. Da die infra-
granuldren Neurone allerdings auch monosynaptische Verbindungen zu granuldren
Schichten iiber Axon-Kollateralen bilden, konnten die Erregungen auch auf intra-
corticale Fasern zuriickzufiihren sein. Fiir die ausschliefiliche Beteiligung direkter
exzitatorischer rekurrenter corticothalamischer Feedback-Schleifen sprechen jedoch
mehrere Uberlegungen. Als wichtigstes Argument sollen die Latenzbeziige herange-
zogen werden. Die robuste Senke in den Eingangs-Schichten hat nach der corticalen
Deaktivierung eine mittlere Onset-Latenz von 6.25 + 1.55 ms und ist zudem un-
abhingig von der Stimulationstiefe (granulér/infragranulir; Abbildung [3.14). Die
axonalen Leitungsgeschwindigkeiten im Cortex liegen allerdings im Bereich von 0.3
bis 5 mm/ms (Tsumoto & Suda, 1982 [Luhmann et al., [1990)). Entsprechend miis-
sten monosynaptische Eingénge iiber Kollateralen, selbst wenn diese diinn und un-
myelinisiert sind, im Abstand von 300 - 600 um zur Ableitachse spétestens nach
2 ms auftreten. Im Gegensatz dazu konnten, basierend auf Latenz-Messungen im
visuellen System von Katzen und Primaten, die Leitungsgeschwindigkeiten cortico-
thalamocorticaler rekurrenter Interaktionen auf etwa 3.5 - 8 ms abgeschitzt werden
(Tsumoto & Suda [1978; Sillito & Jones, 2002; Briggs & Usrey, 2007). Des Weite-
ren konnten in vivo-Studien im auditorischen thalamocorticalen System zeigen, dass
die beteiligten rekurrenten Verbindungen zumindest teilweise direkt exzitatorische
Wirkungen vermitteln, da die elektrische Stimulation corticothalamischer Fasern in
den Neuronen des vMGB fast ausschliellich EPSPs generieren (He et al.| 2002; Yu
et al., 2004).
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Um die vorgeschlagenen rekurrenten Schleifen zu realisieren, miissten die corti-
cothalamischen Feedback-Projektionen entsprechend lokal zu einer iiberschwelligen
Aktivierung der Neurone im korrespondierenden Teil des vMGB sorgen. Als ent-
scheidendes anatomisches Kriterium, ob eine corticothalamische Projektion direkt
iberschwellige Anregungen vermitteln kann (driver) oder modulatorischen (modu-
lator) Charakter hat, wurde die GroBe der synaptischen Terminalien herangezogen
(Rouiller & Welker, 2000; Guillery & Sherman, 2002). Dabei wird den Schicht V-
Pyramidalneuronen, aufgrund ihrer groflen Terminalen (& = 2-6 pm, Ojima, 1994}
Rouiller & Welker| |2000; [Rouiller & Durifl [2004)) auf den proximalen Dendriten tha-
lamischer Neurone, vornehmlich die Vermittelung direkt anregender, starker EPSPs
zugeschrieben (Yu et al 2004; Winer et al.| 2005), wihrend Pyramidalneurone aus
Schicht VI mit kleineren Terminalien (@ = 1 pm, |Ojimal [1994; Rouiller & Welker]
2000; Rouiller & Durif, 2004) weitgehend modulatorische Einfliisse auf thalamischer
Ebene haben (Ojimal |1994; |He et al., [1997; Zhang et al.. [2004; [Winer et al., |2005).
Zwar existieren Studien, welche keine direkten Schicht-V-Projektionen aus Al im
vMGB nachweisen konnten (Llano & Sherman) 2008)). Doch zeigen andere Studien,
dass, neben Spezies-spezifischen Unterschieden, Schicht-V-Projektionen aus Al in
Randbereiche des vMGB und des dorsalen Anteiles des MGB projizieren (Rouiller
& Durif, 2004). Entscheidend diirfte sein, dass im hier verwendeten Tiermodel, dem
Mongolischen Gerbil, die synaptischen Terminalien der corticothalamischen Projek-
tionen im vMGB aus Al alle Groflenvariationen von 1 bis 6 ym aufweisen (Budinger
et al.l [2006), auch wenn die grofen Endigungen (>4 pm) in Ubereinstimmung mit
der Literatur weniger zahlreich sind (Rouiller & Welker, 2000). Anhand anatomi-
scher Gesichtspunkte ist eine iiberschwellige Anregung der Neurone im lemniskalen
Thalamus durch corticothalamische Projektionen der korrespondierenden corticalen
Bereiche in AT demnach zuléssig.

Aufgrund der Dicke der myelinisierten und vertikal orientierten Axone haben die
Schicht V-Neurone einen niedrigen Schwellenwert fiir die elektrische Anregung durch
ICMS (Tehovnik et al.,[2005b)). Entsprechend zeigte auch die infragranulire Stimula-

tion die effektivste Rekrutierung der rekurrenten Schleifen und daraus resultierender
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thalamocorticaler Eingéinge. Diese cortico-thalamocorticalen Schleifen konnten zu-
satzlich durch eine hoch synchrone Anregung der Axone modulatorischer Schicht
VI-Neurone verstarkt worden sein, da auch diese Neurone ebenfalls in prazise raum-
liche Wechselwirkungen zwischen Cortex und Thalamus eingebunden sind (West
et al., 2006)). Durch die artifizielle Stimulation mit Einzelpulsen kénnte sogar die
hoch synchrone Aktivierung eigentlich modulatorischer corticothalamischer Trans-
mission in eine direkt anregende transformiert werden (Hefti & Smith) [2000; |Bruno
& Sakmann) 2006).

Weiterhin kann auch der Vergleich der Onset-Latenzen vor und nach der Deak-
tivierung herangezogen werden, um die Beteiligung corticothalamischen Feedback-
Schleifen plausibel zu machen. Im unbehandelten Cortex war die Onset-Latenz
der persistenten Senke nach granuldrer ICMS (2.54+0.5 ms) signifikant kiirzer, als
nach der Deaktivierung (Abbildung[3.14)). Entsprechend wurden durch die granuléire
ICMS schnellere polysynaptische Eingénge zusdtzlich zum rekurrenten thalamocor-
ticalen Eingang aktiviert (synaptische Verzogerung im Cortex: 0.8-1 ms/Synapse;
Tsumoto & Sudal, [1982). Bei Stimulation in den tiefen Schichten scheint dieser in-
tracorticale Pfad in der Form nicht angeregt zu werden, da die Onset-Latenzen vor
und nach der Deaktivierung sich nicht signifikant unterscheiden (Abbildung .
Dabei ist zu beachten, dass die Ausbreitung und Richtung elektrisch evozierte Aktivi-
taten vielmehr von den Mustern der axonalen Verkniipfungen und der verteilten syn-
aptischen Kontakte abhéngen, als vom passiven Stromfluss (Tehovnik et al., 2005b;
Histed et al., [2009). Entsprechend zeigte die signifikant reduzierte laterale transsyn-
aptische Ausbreitung elektrisch evozierter Antworten nach der Deaktivierung (Ab-
bildung [3.15)), dass die Ausbreitung im Cortex iiber exzitatorische horizontale Faser-
systeme am effektivsten durch Stimulation der Eingangs-Schichten rekrutiert wurde,
welche eben solche starken lateralen Faser-Verbindungen zu Nachbarkolumnen bein-
halten (Budinger et al., 2000a; Thomson & Bannister, [2003; [Thomson) 2005). Im
Gegensatz dazu entspringen infragranuldren Pyramidalneuronen corticofugale, und
vor allem starke corticothalamische Projektionen (Rouiller & Welker, 2000} |Cappe

et al.l 2007), welche durch lokale elektrische Anregung eine direkte rekurrente Exzi-
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tation thalamocorticaler Projektionen in Schicht IV initiieren. Nach Stimulation in
supragranuldren Schichten hingegen konnten lokal die corticalen Mikroschaltkreise
nicht aktiviert werden, was vermutlich auf eine Schicht-iibergreifende Aktivierung
lokaler inhibitorischer Interneurone zuriickzufiihren ist, wie dies nach oberflichiger
Stimulation zuvor gezeigt wurde (Chung & Ferster, [1998]).

Die hier vorgestellten Befunde weisen entsprechend die Existenz eines direkten rekur-
renten erregenden Schaltkreises zwischen dem priméren auditorischen Cortex und
spezifischen Bereichen des Thalamus nach, welcher seit Lingerem kontrovers disku-
tiert wurde (Crick & Koch| 1998 (Cappe et al.l 2009; [Tehovnik & Slocuml 2009;
Lee & Murray Sherman) 2010; [Zhou et al., 2010)). Obwohl darauf hingewiesen wur-
de, dass eine solche direkte gegenseitige Erregung theoretisch zu unkontrollierten
Oszillationen fiithren kénnte (Crick & Koch, [1998)), so kénnen diese durch lokale in-
hibitorische Schaltkreise kontrolliert (Lamme et al., [1998) oder durch entsprechende
Refraktirperioden interagierender Neurone verhindert werden (Freeman) 2000a)). Ein
solcher Schaltkreis wiirde jedoch den Vorteil einer lokalen Amplifikation corticaler
Aktivierungen erlauben, welche rdumlich hoch strukturiert und unabhéngig von der
Rekrutierung von Bottom-up-Eingéngen verlaufen kann, sowie unabhéngig von weit-
reichenden intracorticalen Feedforward-Projektionen ist. Entsprechend zeigte auch
die Auswertung des Schicht-Symmetrie-Index, dass durch Rekrutierung infragranu-
larer Schaltkreise die lokale corticale Aktivierung verstirkt wird, ohne weitreichende
Projektionen stérker zu aktivieren (siehe Abschnitt [3.3.4.1)). Auf diese Weise schei-
nen im Cortex die Feedback- und Feedforward-Systeme durch die schichtspezifische
Organisation unabhéingig voneinander modulierbar zu sein (siehe Abbildung [4.2).

4.3 Perzeptuelle Effekte der intracorticalen
Mikrostimulation

Die elektrische Reizung corticalen Gewebes ist eine traditionelle Methode der Neu-
rowissenschaften, um kausale Zusammenhénge zwischen neuronaler Aktivitdt und

der Generierung von Perzepten oder bestimmten Verhaltensweisen abzuleiten (Co-
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Abbildung 4.2: Separierung lokaler und weitreichender Schaltkreise imm Cortex und
Thalamus durch schichtspezifische ICMS. Durch die Applikation schichtspezifischer ICMS
konnten in dieser Arbeit die funktionellen Netzwerke innerhalb des Cortex, sowie corticothalamische
Schaltkreise methodisch voneinander separiert angeregt und somit deren unterschiedliche perzep-
tuelle Beitrige in einem folgenden Verhaltensparadigma untersucht werden. Dabei konnte gezeigt
werden, dass durch Stimulation der infragranuléren Schichten direkte exzitatorische rekurrente cor-
ticothalamische Schaltkreise angeregt werden (lila Pfeile), welche effektiv an der Generierung elek-
trisch evozierter Perzepte beteiligt sind. Polysynaptische interkolumnére Feedforward-Projektionen
im Cortex (orange Pfeile), am effektivsten durch Stimulation der granuldren Eingangs-Schichten
aktiviert, konnten hingegen nicht zu einer Verbesserung der Detektierbarkeit beitragen (siehe Dis-
kussion in Abschnitt . Entsprechend betonen die Befunde, dass durch die Wiedereinfiihrung
lokaler corticaler Ausgangs-Informationen tiber exzitatorische cortico-thalamocorticale Schleifen in
die corticalen Eingangs-Schichten eine dynamische rekurrente Interaktion zwischen Cortex und
Thalamus gewahrleistet wird, welche eine zentrale Rolle fiir die Generierung perzipierbarer corti-
caler Aktivierungsmuster spielt (Abschnitt .

hen & Newsome, 2004). Aktuelle Studien zeigen, dass die Evozierung distinkter

perzeptueller Effekte durch moglichst fokale intracorticale Mikrostimulation lokali-

sierter Bereiche sensorischer Cortices gewihrleistet werden kann (Romo et al., 1998}

Tehovnik et al., 2005b). Dennoch wurde eingangs erldutert, dass die klassischen

Kodierungs-Anséitze zur Kontrolle der Perzepte durch Stimulation spezifischer to-

pographischer Bereiche im Sinne einer sensorischen Substitution nicht zuverlissig

114



funktionieren (Troyk et al., [2003). Vielmehr ist bislang immer noch unklar, welche
funktionellen Schaltkreise tatséchlich der Generierung elektrisch evozierter Perzep-
te unterliegen (siehe hierzu auch die Ergebnisse von Libet et al., [1967, , Abschnitt
4.3.2.2)). Die komplexe bidirektionale corticale Netzwerkarchitektur bedingt, dass die
elektrische Reizung im Cortex Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen loka-
len und weitreichenden corticalen und subcorticalen Netzwerken evoziert (Butovas
& Schwarz, 2003 Tehovnik et al.l [2006; Deliano et al., 2009; Histed et al.l |2009).
Entsprechend konnten Studien zeigen, dass die perzeptuellen Schwellenwerte, die
Antwort-Latenzen auf ICMS, sowie die Chronaxie, also die Zeitdauer eines Reizes
zur Evozierung eines Perzeptes, stark abhéingig von der corticalen Tiefe der Stimu-
lation sind (DeYoe et al, [2005; Tehovnik et al., 2005a; [Tehovnik & Slocum), 2009).
Dadurch entfachten kontroverse Diskussionen dariiber, ob die elektrische Evozierung
von Perzepten auf der Aktivierung rein corticaler Feedforward-Systeme oder auf der
Rekrutierung corticofugaler Feedback-Systeme beruht (Bartlett et al. [2005; DeYoe
et al., 2005; Tehovnik & Slocum, 2009; |Logothetis et al., 2010).

Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich diese beiden Projekti-
onssysteme, intracorticale Feedforward- und corticothalamische Feedback-Schaltkrei-
se, aufgrund der unterschiedlichen vertikalen und horizontalen anatomischen Organi-
sation tatsdchlich durch schichtspezifische ICMS préferenziell anregen lassen. In den
folgenden Verhaltensexperimenten zeigte sich, dass diese Subsysteme unterschied-
liche Beitrdge zur elektrischen Evozierung von Perzepten liefern. In Kombination
zeigen die Daten, dass die Aktivierung lokaler rekurrenter cortico-thalamocorticaler
Wechselwirkungen den hauptsichlichen Beitrag zur Detektierbarkeit und perzeptu-

ellen Verwertbarkeit der corticalen Stimulation liefert.

4.3.1 Rekurrente corticothalamische Interaktionen als Grundlage

der Perzeption

Die biologischen Grundlagen der Perzeption werden traditionell als corticozentrisch

angesehen, wobei der Thalamus klassischerweise als Vorschaltstelle und Filter einge-
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hender sensorischer Informationen angesehen wird. Sensorische Informationen wer-
den dabei im Cortex weiter ausgewertet, integriert und fithren schliellich zur Wahr-
nehmung (zur Ubersicht siehe Parvizi, 2009). Allerdings zeigen Studien der letz-
ten Jahre in verschiedenen Spezies und sensorischen Modalitéten, dass die Funkti-
on primérer thalamischer Kerne und primérer sensorischer Cortices nicht als eine
ausschlieBlich unidirektionale Verschaltung sensorischer Information angesehen wer-
den kann (Alitto & Usreyl |2003; |Sillito et al., 2006; Briggs & Usrey, 2008)). Viel-
mehr sind die Kerne des Thalamaus eingebettet in ein dynamisches corticothalami-
sches Netzwerk, welches die Analyse und die Abstimmung der corticalen Eingangs-
Informationen hinsichtlich der Verédnderungen der externen Umgebung (Bottom-up:
Ghazanfar et al., [2001; Andolina et al., |2007; Briggs & Usrey, [2008)), sowie der Va-
riationen interner Verhaltenszusténde (Top-down: |[Fanselow et al. 2001; Nicolelis &
Fanselow, 2002; [McAlonan et al., 2008|) ermoglicht. Wie eingangs erldutert, unterteilt
man dabei bislang zwei Kategorien der corticothalamischen Feedback-Prozessierung
(Abschnitt [1.1.2)). So kénnen corticothalamische Feedback-Einfliisse einerseits selek-
tiv die Antworteigenschaften thalamischer Neurone auf eingehende sensorische In-
formationen spezifizieren (Zhang et al., [1997; Ghazanfar et al., 2001), sowie ande-
rerseits die thalamocoticale Transmission verstdrken und dadurch lokale corticale
Antworten in Abhéngigkeit auf vorherige Stimuli modulieren (Alitto & Usreyl |2003;
Andolina et al., 2007). Vor allem die zweite Kategorie vereinheitlicht verschiedene
Mechanismen der wechselseitigen Beeinflussung von Cortex und Thalamus. So konn-
te gezeigt werden, dass direkte Feedback-Interaktionen die Reliabilitdt afferenter Ein-
giange durch eine Reduzierung der zeitlichen Variation der thalamocorticalen Trans-
mission erhohen (He, 1997; Worgotter et al., [1998)). Ebenso werden wechselseitige
hochfrequente oszillatorische Aktivititen in thalamocorticalen Kreisldufen initiiert,
moduliert oder synchronisiert (Barth & MacDonald, [1996; Llinas & Steriade, 2006)),
was diskutiert wurde im Zusammenhang mit Vigilanz-Kontrolle (Destexhe, 2000),
raumzeitlicher corticaler Musterbildung durch corticale und thalamische Inhibition
(Llinas et al.l|1999), sowie corticaler synaptischer Kurzzeit-Gedéchtnis-Mechanismen

(Froemke et al., 2007).
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Zwar spricht man der corticothalamischen Feedback-Prozessierung grundlegend mo-
dulatorischen Charakter zu (Briggs & Usrey, |2008), doch die tatséchlichen zellulé-
ren und Netzwerk-Mechanismen, welchen die zuvor genannten Prozesse zu Grun-
de liegen, sind bislang wenig verstanden. Im Gegensatz zu klassischen Feedback-
Mechanismen, welche auf der Richtung der Modulation beruhen (Felleman & Van Es-
senl [1991), implizieren die in dieser Arbeit beschriebenen direkten und {iberschwel-
ligen exzitatorischen corticothalamischen Projektionen einen unterschiedlichen Me-
chanismus. Dieser ermdoglicht durch die bidirektionale iiberschwellige Anregung ei-
ne rekurrente Interaktion zwischen Cortex und Thalamus. Die artifizielle Anre-
gung dieses Schaltkreises ausgehend vom Cortex zeigt zudem, dass solche rekur-
renten Wechselwirkungen zwischen neuronalen Gruppen ohne definierte Eingangs-
und Ausgangs-Seite aktiviert werden konnen, was sie von klassischen Feedback-
Modulationen unterscheidet, welche durch eine einseitige modulatorische Wirkung
auf die Eingangsseite charakterisiert sind (vergleiche auch Edelman| 1993). Wie
im vorherigen Abschnitt diskutiert, erlauben die lokalen rekurrenten exzitatori-
schen corticothalamischen Schaltkreise, eine raumzeitliche Organisation der Akti-
vitdtsmuster durch eine Wiedereinfithrung neuronaler Informationen in die lokale
corticale Prozessierung (Abschnitt . Basierend auf der Wiedereinfithrung der
Ausgangs-Informationen aus infragranuldren Schichten in die corticalen Eingangs-
Schichten, kénnen so die corticalen Anktivierungen lokal amplifiziert werden (Ab-
schnitt [3.3.4.1)). Diese Form der corticalen Amplifizierung iiber rekurrente Wieder-
einfiihrung besteht entsprechend unabhéngig zu den im ersten Teil beschriebenen
intrakolumnéren Verstidrkerschaltkreisen zwischen granuldren und supragranuldren
Schichten (Abschnitt [4.1.2)). Die hier beschriebenen exzitatorischen rekurrenten cor-
ticothalamischen Schaltkreise erlauben eine unmittelbare Adaption des momentanen
corticalen Prozessierungsstatus hinsichtlich der externen, wie internen Einfliisse, wie
dies in dem oben skizzierten Modell corticothalamischer Modulationen vorgeschla-
gen wurden.

Dass diese rekurrenten corticothalamischen Interaktionen tatsichlich eine tragende

Rolle bei der Anpassungsfihigkeit corticaler Aktivierungsmuster im Verhaltenskon-
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text spielen, konnte anhand der psychometrischen Analyse der Detektionsleistung
der schichtspezifisch applizierten ICMS iiberpriift werden. Die Verhaltensexperimen-
te zeigten, dass eine bedeutungsvolle Interpretation elektrischer Stimuli generell nur
dann moglich erscheint, wenn die evozierten corticalen Muster, welche anhand der
CSD-Analyse bestimmt wurden, die physiologische crosslaminare Aktivierung der
lokalen corticalen Mikroschaltkreise widerspiegelt (vergleiche Abbildung und
. Die Detektionssensitivitit der ICMS, gemessen anhand des d’-Wertes, war ent-
sprechend nach granuldrer und infragranuldrer Stimulation signifikant hoéher, als
nach Stimulation der oberen Schichten. Des Weiteren nahm die Detektionssensitivi-
tdt nach infragranuldrer Stimulation mit niedrigeren Stromamplituden zu, als nach
granuldrer Stimulation (Abbildung . Elektrophysiologisch korrelierte dies mit
einer starkeren lokalen Rekrutierung exzitatorischer corticothalamischer Interaktio-
nen (Abschnitt [3.3.3)). Eine Aktivierung weitreichender interkolumnérer Schaltkrei-
se allein fiihrte zu keiner detektierbaren, perzeptuell interpretierbaren Aktivierung,

wenn die rekurrenten Feedback-Schleifen ginzlich umgangen wurden, wie nach su-

pragranuldrer Stimulation (vergleiche Abbildung [3.13| und [3.20)). Dariiber hinaus

ermdoglichte die richtungsselektive Anregung der vertikalen Fasersysteme im Cortex
in corticofugaler Richtung (IK-BP-ICMS) die effektivste Evozierung von detektier-
baren Perzepten (Vergleiche Schwellenwerte nach infragranuldrer MP-ICMS: 35.60
+ 2.88 pA; IK-BP-ICMS: 20.50 + 5.60 pA; Abbildung [3.22). Entsprechend lésst
sich aus den Befunden dieser Arbeit herleiten, dass die verhaltensrelevanten und
perzeptuell interpretierbaren corticalen Aktivierungsmuster durch die Rekrutierung
der lokalen exzitatorischen corticothalamischen Schaltkreise entstanden, wihrend
die Anregung polysynaptischer weitreichender Feedforward-Netzwerke die Stimulus-
detektion nicht verstidrken konnten.

Doch wie gliedern sich diese lokalen rekurrenten Schaltkreise in die bestehende Vor-
stellung corticothalamischer Feedback-Prozessierung ein und welchen méglichen me-
chanistischen Erkldrungen liegt die Verbesserung des perzeptuellen Lernens zu Grun-
de? Die rekurrente Wiedereinfiithrung der corticalen Aktivierung erlaubt es, die in-

itiale Anregung im Cortex zeitlich ldnger aufrecht erhalten zu konnen. Auf diese
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Weise wird das Zusammenwirken zeitlich versetzter Eingdnge ermoglicht, was die
corticale Responsivitit (,,cortical gain) lokal erh6hen und Feedforward-Information
im Sinne der synaptischen Ubertragung zu assoziativen postsynaptischen Zellen-
sembles verstirken konnte (Fuster, 2003 Froemke et al., |2007). Corticothalamische
Modulationen regulieren zudem die zeitliche Synchronisation der thalamocorticalen
Transmission (Hel [1997; [Worgotter et all, [1998). Die lokalen wechselseitigen Inter-
aktionen zwischen Cortex und Thalamus kénnten so an der Initiierung und Synchro-
nisation thalamocorticaler Rhythmien beteiligt sein und erlauben diese tatséchlich
rdumlich zu modulieren (Barth & MacDonald, [1996)). Solche lokalisierten Modulatio-
nen der hochfrequenten Rhythmen scheinen auch an der Erzeugung sogenannter cor-
ticaler ,, Up-states” beteiligt zu sein (McCormick et al.; 2003; Harris|, [2005). Corticale
, Up-states basieren weitgehend auf verstirkt synchronen synaptischen Aktivitdten
in rekurrenten Netzwerken, die das Ruhemembranpotential aller beteiligter Zellen
modulieren kénnen (Steriade, 20015 |[McCormick et al., 2003; [McCormick & Yuste,
2006). Da diese Zusténde erhohter corticaler Responsivitédt im Zusammenhang mit
hoher kognitiven Prozessen diskutiert werden (Dehaene et al., 2003; |(Changeux & Mi-
chel, [2006)), konnte die Generierung bedeutungsrelevanter Perzepte durch rekurrente
corticothalamische Schaltkreise tatséchlich fiir deren Beteiligung an der Generierung
corticaler ,, Up-states* sprechen. Zudem wurde erst kiirzlich vorgeschlagen, dass die
tiefen Schichten des Cortex eine tragende Rolle bei der Generierung der corticalen
» Up-states” spielen (Harris et al., [2010; Saleem et al., [2010).

Basierend auf diesen Uberlegungen scheint es fraglich, ob die urspriinglich getrof-
fene Unterscheidung von modulatorischen und direkt exzitatorischen Wirkungen
funktionell-anatomischen Kriterien iiberhaupt standhélt (vergleiche auch [Hefti &
Smith| 2000), wie dies oft vorgeschlagen wird (siehe zum Beispiel Sherman & Guille-
ryl, 2002; Cappe et al., [2009). So legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass cortico-
thalamische Projektionen nicht ausschliellich klassische Feedback-Modulationen tha-
lamischer Neurone vermitteln, sondern dynamische cortico-thalamocorticale Wech-
selwirkungen initiieren kénnen, die direkte bidirektionale Einfliisse auf die Feuerra-

ten thalamischer, wie corticaler Neurone erlauben. Die gleichen neuronalen Schalt-
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kreise konnten durch eine feinere und ausgewogenere Balance zwischen Exzitation
und Inhibition auch lediglich die Sensitivitdt der beteiligten Neurone modulieren.
Diese Modellvorstellung erweitert entsprechend die bestehenden Kategorien cortico-
thalamischer Prozessierung und betont zudem die dynamische und adaptive Natur

der Interaktion zwischen Cortex und Thalamus.

4.3.1.1 Dualitat im sensorischen Cortex

Die beschriebenen rekurrenten Schaltkreise zwischen Cortex und Thalamus beein-
flussen durch ihre lokale Architektur vornehmlich die intrakolumnére corticale Pro-
zessierung, wie dies anhand der elektrophysiologischen Charakterisierung der relati-
ven Residuen der CSD gezeigt wurde (Abschnitt [3.3.4). Dennoch kommen auch den
weitreichenden horizontalen Netzwerken im Cortex wichtige Funktionen bei der Sti-
mulusdetektion und -diskrimination zu (Lamme et al. |1998; Deliano et al., |2009).
Um eine Detektions- oder Diskriminationsaufgabe zu bewerkstelligen, miissen die
Informationen, welche die corticalen Bereiche erreichen, in einen Verhaltenskontext
eingebunden und entsprechend ausgewertet werden (Scheich et al., 2006)). So wurde
gezeigt, dass durch die corticale Deaktivierung des auditorischen Cortex bei Rat-
ten das Detektions- und Diskriminationsverhalten auf akustische Reize unterbun-
den werden kann (Talwar et all 2001; |Gerstein et al. 2002). Entsprechend miissen
die lokalen Aktivierungen corticaler Netzwerke nachfolgende Auslese-Mechanismen
rekrutieren, welche weitreichende horizontale intraareale (Callawayl, 2004; Deliano
et al., 2009; Adesnik & Scanziani, 2010) und interareale (Lamme & Roelfsema, |[2000),
sowie transthalamische (Theyel et al.l 2010) Feedforward-Prozessierungssysteme in-
volvieren. Entsprechend konnten die rekurrenten corticothalamischen Schaltkreise
die lokalen Prozessierungen im Cortex durch die Wiedereinfithrung von Ausgangs-
Informationen effektiv in globalere dynamische Wechselwirkungen mit verteilten
Auslese-Netzwerken, welche auf anderen Hirnsystemen und nachgeschalteten As-
soziationsarealen, inklusive dem Prifrontalen Cortex, aufbauen, einbinden (Stark
et al.; 2001; Rothe et al.l 2009). Durch diese schichtspezifischen Schaltkreise konn-

ten lokale Prozesse im Cortex in globale corticale Aktivierungsmuster eingebunden
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werden, welche im Zusammenhang mit kognitiven Funktionen, wie Aufmerksam-
keit und Gedéchtnis, fiir das assoziative Detektionslernen notwendig sind (Edelman,
1993; [Dehaene et al., 2003).

In Kombination mit anderen Studien legen diese Befunde nahe, dass die lokalen
rekurrenten corticothalamischen Schaltkreise - ausgehend von den tiefen Schichten
- die Enkodierung der Information auf corticaler Ebene massgeblich beeinflussen,
wahrend die horizontalen globaleren Netzwerke - ausgehend von héheren Schich-
ten - fiir die dekodierenden Prozessierungen eine zentrale Rolle spielen (Deliano
et al., 2009; |Adesnik & Scanziani, |2010). Eine solche ,orthogonale” Organisation der
schichtspezifischen corticalen Verarbeitung konnte einer Interferenz der corticalen
Eingangs-Verarbeitung und folgender Auslese- und Integrationsmechanismen ent-
gegenwirken (sieche auch Abbildung[£.2)). Ein verwandtes Problem auf theoretischer
Ebene ist die Implementierung neuronaler Netzwerke zur Modellierung perzeptueller
Lernprozesse. Klassischerweise unterscheidet man zwei Klassen von Netzwerkstra-
tegien, welche entweder die Eingangs-Informationen adaptieren (Feedback-basierte
Netzwerke) oder die Ausgangs-Informationen anpassen (Feedforward-basierte Netz-
werke). Bislang ist jedoch unklar, wie sich Netzwerke so adaptieren konnen, dass
sich bereits enkodierte Prozesse weiterhin repréisentieren und auslesen lassen, wenn
neue Inhalte hinzukommen. Als Losungsansatz wurden hier Netzwerk-Architekturen
vorgeschlagen, welche durch rekurrente Prozessierung eine Aufrechterhaltung von
Eingangs-Information gewéhrleisten, da solche Architekturen die biologischen Netz-
werke tatsdchlich besser reflektieren (T'sodyks & Gilbert} 2004). Abgeleitet aus dieser
Hypothese konnte eine Trennung von Verarbeitungshierarchien durch orthogonale
Prozessierungen in den gleichen corticalen Modulen auch einen moglichen Lésungs-
ansatz fiir das eingangs formulierte ,,Dualitdtsproblem sensorischer Cortices” erlau-
ben (siche Abschnitt [1.1.2] [Scheich et all 2006). Ob die Integration von Bottom-
up- und Top-down-Signalen im Cortex tatséchlich durch eine solche Trennung von
Eingangs- und Ausgangs-Prozessierung basierend auf der orthogonalen Organisation
schichtspezifischer horizontaler und vertikaler Schaltkreise gewéhrleistet wird, muss

durch weitere experimentelle Befunde geklért werden (siehe hierzu Abschnitt [4.4)).
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Allerdings schligt eine aktuelle Studie von Adesnik & Scanziani| (2010) tatsédchlich
vor, dass eine Integration Kontext-spezifischer Informationen im Cortex durch kom-
petitive Wechselwirkungen horizontaler Netzwerke entsteht, welche die Aktivitéit der
lokalen corticalen Ausgangs-Schaltkreise in schichtspezifischer Weise modulieren.

Anhand der hier vorgestellten Befunde konnte die zentrale Rolle rekurrenter cortico-
thalamischer Schaltkreise fiir die Generierung raumzeitlich hoch strukturierter cor-
ticaler Erregungen und deren perzeptuelle Relevanz herausgearbeitet werden. Ent-
sprechend lieflen sich die raumzeitlichen Aktivierungsmuster lokaler Schaltkreise im
sensorischen Cortex mit Mustern der Wahrnehmung und Perzeption korrelieren.
Die hier beschriebene rekurrente Signalverarbeitung stellt auch einen zentralen Me-
chanismus in den selektionistischen Modellen der Funktionsweise des Cortex dar,
welchen die von |[Edelman) (1987)) formulierte ,Neuronale Gruppierungs-Selektions-
Theorie” zu Grunde liegt. Edelman betont dabei, dass nur durch die Rekurrenz von
Information in einem Netzwerk, raumzeitliche Muster generiert werden koénnen, die
letztendlich die perzeptuelle Kategorisierung erlauben. Dabei betont Edelman aller-
dings, dass diese rekurrenten Netzwerke sich nicht auf einzelne sensorische Areale
beschrinken, welche anschliefend eventuelle exekutive Reaktionen initiieren, son-
dern dass die rekurrenten Verschaltungen viele verschiedene sensorische und moto-
rische Karten miteinander in Verbindung bringen, was er als ,,global mappings® be-
zeichnet hat (Edelman) [1993). Diese Idee ist in Einklang mit Ergebnissen aus dem
visuellen System, welche zeigen, dass Hierarchie-iibergreifende rekurrente Verarbei-
tungen notwendig sind, bevor Stimuluseigenschaften gruppiert und wahrgenommen
werden konnen (Lamme & Roelfsemal 2000)). Entsprechend zeigen auch die hier vor-
gestellten Befunde, dass rekurrente Interaktionen zwischen Cortex und Thalamus
an der Generierung spezifischer Perzepte beteiligt sind. Die rekurrente Signalver-
arbeitung resultierte in einer lokalen Verstirkung der corticalen Aktivierungen, so
dass die schichtspezifischen Schaltkreise die Generierung bedeutungsrelevanter Mu-
ster erlauben, welche auch auf einer Art topologischem Prinzip auf der Ebene des
priméren sensorischen Cortex basieren, welches sich aber aufgrund der Integration

interner Prozesse durch die rekurrenten Interaktionen von der klassischen Bottom-
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up-vermittelten corticalen Topographie physikalischer Reizparameter unterscheidet.
Diese Hypothese ist in Einklang mit aktuellen Befunden von |Atencio et al.| (2009);
Atencio & Schreiner| (2010), welche ebenfalls schichtspezifische Unterschiede topo-
graphischer Abbildungen im priméren auditorischen Cortex vorschlagen und die Ge-
nerierung nicht-linearer Antworteigenschaften durch schichtspezifische Prozessierung
im Cortex erkldren (Ehret, |2009). Perzeptuelle Kategorisierungen kénnten so tat-
sichlich auf der erwihnten ,orthogonalen“ Organisation corticaler Bottom-up und
Top-down-Netzwerke beruhen, welche durch die hier erstmals nachgewiesene Exi-
stenz iiberschwelliger rekurrenter corticothalamischer Schleifen ermoglicht werden
konnte. Aufgrund der Diversitidt der folgenden Auslese-Mechanismen (intracorti-
cale, sowie transthalamische Netzwerke) ist diese Form der relationalen Topologie
auf der Ebene des priméren sensorischen Cortex im Einklang mit der grundlegen-
den Vorstellung eines nicht-lokalisierten, verteilten ,kognitiven neuronalen Codes*

(Freeman), 2000b; [Fuster} 2003).

4.3.2 Implikationen fiir medizintechnische Anwendungen
4.3.2.1 Thalamocorticale Dysrhythmien

Die sensorischen Cortices und priméren thalamischen Kerne sind durch komple-
xe Schaltkreise miteinander verbunden, deren wechselseitige Beeinflussungen fiir die
perzeptuelle Verarbeitung sensorischer Informationen entscheidend ist. Ein Ungleich-
gewicht dieses dynamischen Wechselspieles zwischen Cortex und Thalamus kann
entsprechend dramatische Auswirkungen haben. Eine bislang wenig verstandene,
aber dennoch fiir einige Krankheitsbilder relevante pathologische Ursache, sind so-
genannte thalamocorticale Dysrhythmien, welche sich durch eine verminderte Syn-
chronisation hochfrequenter Oszillationen zwischen Cortex und Thalamus auszeich-
nen und entsprechend mit sensorischen oder kognitiven Einbufien verbunden sind
(Llinas et al., 1998). Diese Form des Ungleichgewichtes wurde mit verschiedenen
neurologischen Defiziten, wie Morbus Parkinson, Tinnitus, Epilepsie und Depressi-

on in Zusammenhang gebracht (Llinas et al.l 1998, [1999; Llinas & Steriade, 2006)).
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Als Ursache solcher Dysrhythmien wird ein Ungleichgewicht lokaler inhibitorischer
Schaltkreise auf thalamischer, oder auf corticaler Ebene verantwortlich gemacht.
So schlagen Llinas und Kollegen vor, dass ein lokales Ungleichgewicht exzitatori-
scher und inhibitorischer Eingéinge, zum Beispiel durch Deafferenzierung spezifi-
scher Eingénge, die dynamischen thalamocorticalen Wechselwirkungen dramatisch
beeinflussen kann. Es wird vermutet, dass deafferenzierte Bereiche im Cortex durch
Reorganisation des Netzwerkes vornehmlich verstérkte exzitatorische Einginge aus
corticalen Nachbarbereichen erhalten, welche so der verminderten Aktivierung durch
Sensitivierung der Neurone entgegenwirken (Llinas & Steriade, 2006). So reagieren
die Neurone in den deafferenzierten Bereichen nicht mehr sensitiv auf die eigentli-
chen afferenten Eingénge, werden aber durch die afferenten Eingéinge der Nachbar-
bereiche mit angeregt, was im Einklang mit den Ergebnissen des ersten Teils dieser
Arbeit ist. Es bilden sich so Ubergangsbereiche, welche durch verminderte laterale
inhibitorische Wechselwirkungen ausgeprégt sind und in denen abnorme neuronale
Oszillationen entstehen konnen (Llinas et all 1998} [Llinas & Steriade], 2006).

Ein hierfiir oft herangezogenes Beispiel ist Tinnitus. Tinnitus kann initial beispiels-
weise durch eine Zerstorung von Haarsinneszellen in der Peripherie ausgelost werden.
Die daraus resultierende Deafferenzierung kann sich dann durch eben solche Reor-
ganisationen im thalamocorticalen System zentralisiert manifestieren (Eggermont,
2003). Die Hypothese, dass eine Disinhibition der deafferenzierten Bereiche die Per-
zeption eines Tones ohne dufleren Reiz verursacht, wird gestiitzt durch Befunde die
zeigen, dass Tinnitus voriibergehend durch Prisentation bestimmter Maskierungs-
Reize vermindert werden kann (Eggermont & Roberts, [2004)). Diese Idee wurde zur
Entwicklung einer neuen Klangtherapie gegen Tinnitus auf der Grundlage dieser
lateralen Wechselwirkungen und der Plastizitdt des auditorischen Cortex genutzt
(Okamoto et al. [2010; Wilson et al., [2010). Dabei kann eine nachhaltige Verbesse-
rung subjektiver Tinnitus-Eindriicke erreicht werden, indem Patienten iiber Monate
hinweg Musik héren, deren spektrale Zusammensetzung um genau die Tinnitusfre-
quenzen reduziert wurde, um der lateralen Disinhibition auf die deafferenzierten

Bereiche im Cortex durch kompetitive Erregungen der Nachbarbereiche entgegen-
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zuwirken. Eine weitere Methode zur Behandlung von Tinnitus versucht die patholo-
gischen Auffilligkeiten der hochfrequenten Rhythmen im auditorischen Cortex bei
Tinnitus durch corticale Elektrostimulation auszugleichen (van der Loo et al., 2009;
Llinas, 2010)). Durch Reizung der Bereiche des Horcortex, welche topographisch be-
nachbarten Frequenzen zum auftretenden Tinnitus entsprechen (De Ridder et al.
2006}, |2007)), konnte die hoch synchrone Aktivierung corticaler Netzwerke eine Art
Zuriicksetzen thalamocorticaler Dysrhythmien erlauben (Llinas & Steriade, |2006;
Llinas, 2010). Dadurch koénnten die lateralen Effekte zwischen intakten und deaffe-
renzierten Bereichen diese wieder stirker synchronisieren und so der verminderten
lateralen Inhibition entgegenwirken (Llinas, [2010).

Die Befunde dieser Arbeit zeigen, dass eine solche therapeutische Wirkung der cor-
ticalen Stimulation auf thalamocorticale Dysrhythmien vornehmlich nach Stimula-
tion der tieferen Ausgangs-Schichten zu erwarten sein sollte. Des Weiteren finden
sich bei Tinnitus zumeist nur sehr lokale deafferenzierte Bereiche, so dass die pla-
stische Reorganisationen bei der Behandlung durch Elektrostimulation ebenfalls so
lokal wie moglich vorgenommen werden sollten. Entsprechend kénnten bipolare Ap-
plikationsformen in den tiefen Schichten zur moglichst fokalen, und richtungsselek-
tiven Anregung corticothalamischer Feedback-Schaltkreise bei der therapeutischen
Behandlung Vorteile bieten im Gegensatz zu den bislang verwendeten monopolaren
Reizen, welche vornehmlich in den hoheren Schichten appliziert werden (De Ridder
et al.l [2006). Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen zudem vermuten, dass die bis-
herigen therapeutischen Effekte nach Stimulation der oberen corticalen Schichten
eher auf der transienten Anregung lokaler inhibitiorischer Netzwerke basieren (siehe
Abschnitt und nicht auf der von Llinas vorgeschlagenen Re-Synchronisation

thalamocorticaler Rhythmien.

4.3.2.2 Entwicklung sensorischer Cortexprothesen

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern ein grundlegend neues Versténdis der funktionel-
len Schaltkreise, welche der Generierung elektrisch evozierter Perzepte nach direkter

corticaler Stimulation unterliegen. Im Rahmen der Befunde lassen sich so auch bishe-
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rige Probleme und Limitationen bei der Entwicklung sensorischer Cortexprothesen
erkldren und neue Losungsansétze vorschlagen. Bislang wurde versucht den Verlust
peripherer sensorischer Informationen durch direkte Stimulation corticaler distinkter
topographisch organisierter Netzwerke zu ersetzen, welche spezifische physikalische
Stimulusparameter repréisentieren. Dabei wurde zumeist auf die Stimulation der cor-
ticalen Eingangs-Schichten abgezielt, um die entsprechenden corticalen Feedforward-
Systeme anzuregen. Doch dieser klassische, rein corticale Kodierungsansatz ist weit-
gehend daran gescheitert, dass sich so keine entsprechend zuverléssigen und kontrol-
lierten Perzepte evozieren lassen (Troyk et al.l 2003). Zwar konnten tierexperimen-
telle, wie humane Studien zeigen, dass die Generierung distinkter und unterscheidba-
rer Perzepte durch eine moglichst fokale Anregung verbessert werden kann (Schmidt
et al., [1996; Romo et all 2000; [Tehovnik et al., [2005b; Leal-Campanario et al.,
2006), dennoch besteht weiterhin das Problem, dass selbst mit kleinen Stimulations-
amplituden weite Bereiche im Cortex aktiviert werden kénnen (Butovas & Schwarz,
2003; Deliano et al.,|2009)) und zumeist nur unspezifische und stereotype perzeptuel-
le Eindriicke generiert werden (Masse & Cook, 2010; Selimbeyoglu & Parvizi, 2010).
Entsprechend weisen die Befunde dieser Arbeit darauf hin, dass die Stimulation der
corticalen Eingangs-Schichten eine fokale Anregung corticaler Netzwerke gar nicht
erlaubt und entsprechend nachfolgende neuronale Interaktionen stiirker stort (auch
durch mogliche Anregung weitreichender inhibitorischer Netzwerke; Butovas et al.
2006), welche eine Transformation der lokalen corticalen Aktivierungen in globalere
und perzeptuell interpretierbare Muster erlaubt.

Beriicksichtigt man die dynamischen corticothalamischen Interaktionen, welche sich
durch die schichtspezifische Applikationen in den tiefen Schichten anregen lassen, so
konnte die effektivere Generierung von perzeptuellen Eindriicken zwei entscheiden-
den Vorteilen zu Grunde liegen: zum einen erlaubt die Anregung rekurrenter Schalt-
kreise rdumlich hoch prézise corticale Aktivierungsmuster. Zum anderen koénnen
durch die rekurrenten Prozessierungen die folgenden corticalen Auslese-Mechanismen
aufgrund der zeitlich verlangerten Aktivierung effektiver bedient werden. Diese Idee

geht darauf zuriick, dass eine Limitation der Evozierung von Perzepten durch cor-

126



ticale Stimulation die Dauer des elektrischen Reizes ist. Rein corticale Stimulati-
onsansétze sorgen im corticalen Netzwerk nicht fiir eine ausreichende Amplifikation
und Aufrechterhaltung der Erregung. So haben Experimente von Libet gezeigt, dass
perzptuelle Eindriicke nach oberflichiger ICMS im somatosensorischen Cortex beim
Menschen erst bei Stimulationspulsdauern von etwa 500 ms auftreten (Libet, [1965;
Libet et all [1967). Nutzt man periphere elektrische Stimuli, so reichen Zeitdau-
ern unter 100 ms aus, um von Probanden wahrgenommen zu werden. Allerdings
korrelieren diese dann auch mit entsprechenden EEG-Aktivitdten von mindestens
500 ms, was Libet als den sogenannten ,, Cortical Time-on“-Faktor beschrieb (Libet
et al.| [1967). Daraus hat [Libet| (2004) abgeleitet, dass es auf subcorticaler Ebene
zu einer Informationstransformation kommt, welche die neuronalen Informationen
durch rekurrente Verarbeitung ausreichend verstirken. Die hier vorgestellten Ver-
suche zeigen, dass mit schichtspezifischer infragranulidrer ICMS corticothalamische
rekurrente exzitatorische Schaltkreise angeregt werden kénnen, welche eine dhnliche
Informationstransformation der corticalen Antworten erlauben kénnten.

Die passiven Kodierungsansétze fiir corticale Neuroprothesen leiteten sich letztend-
lich aus Stimulationsstrategien fiir periphere und subcorticale sensorische Stationen
ab, welche eine ausreichende Integration und Konvergenz von Bottom-up- und Top-
down-Prozessen vor der corticalen Prozessierung erlauben. Doch bei direkter Sti-
mulation des Cortex selbst negiert der passive Kodierungsansatz den Fakt, dass im
Cortex nicht ausschliefilich nur die physikalischen Stimulusparameter reprisentiert
werden (sieche Abschnitt sowie |Ohl et al., 2001} Scheich et al., 2007)). In diesem
Zusammenhang konnte die Wiedereinspeisung neuronaler Information in die lokale
corticale Prozessierung iiber rekurrente exzitatorische corticothalamische Kreisldufe
die oben erwihnten relationalen Topologien sensorischer Cortices ausnutzen, anstatt
die klassichen Bottom-up-vermittelten Reprisentation physikalischer Reizparame-
ter zur Perzeptkontrolle zu nutzen. Die durch infragranuldre Stimulation erreich-
ten raumzeitlich hoch strukturierten und vor allem lokalen Aktivierungsmuster im
sensorischen Cortex (siehe Abschnitt konnten eine effektivere Ausnutzung

der topographischen Reprisentationen und die Generierung differenzierter Perzepte
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erlauben, welche nicht nur fiir das Detektionslernen elektrischer Stimuli von Bedeu-
tung sein konnten. In diesem Sinne unterstreichen die Befunde die Kritik an dem rei-
nen ,.corticalen Kodierungs-Ansatz“ als Grundlage neuroprothetischer Applikationen
(Masse & Cook, 2010). Ansdtze der rekurrenten Anregung, wie hier vorgeschlagen,
sind in der aktuellen Literatur zu humanen Anwendungen sensorischer Cortexpro-
thesen bislang nicht diskutiert worden (zur Ubersicht siehe Selimbeyoglu & Parvizil
2010).

Schlussendlich basieren prothetische Applikationen grundsétzlich auf der Fihigkeit
des Gehirns, die neuartigen, artifiziellen Aktivierungsmuster zu interpretieren und
ihnen eine Bedeutungshaftigkeit zuzuordnen (Jackson et al., 2006; |Fitzsimmons
et al. [2007; Deliano et all [2009)). Entsprechend sind plastische Reorganisationen
zur bedeutungsrelevanten Interpretation sensorischer Substitutionen im Generellen
(Bach-y Ritay, [1990) und fiir direkte corticale Stimulation im Speziellen notwendig
(Fernandez et al., 2005)). Langerfristige corticale Stimulationen verursachen eine Re-
organisation corticaler topographischer Karten beruhend auf einer Balance zwischen
lokalen, wie globalen exzitatorischen und inhibitorischen Mechanismen (Kalarickal
& Marshall, [2002; Benali et al., 2008). So verursachen lingere ICMS-Perioden (>2
Stunden) in granuldren Schichten des somatosensorischen Cortex der Ratte eine mas-
sive Verbreiterung der corticalen Reprisentationen der stimulierten Bereiche (Benali
et al., 2008). Entsprechend kénnten die deutlich fokaleren Aktivierungsmuster nach
infragranuldrer Stimulation auch die Verbesserung von Lernprozesse, aufgrund einer
Aufrechterhaltung und Ausnutzung bestehender topographischer Karten im Cortex,
erlauben. Die tragende Rolle cortico-thalamocorticaler Interaktionen fiir die effekti-
ve Etablierung perzeptueller Lernprozesse verdeutlich zudem auch die dynamische
und plastische Anpassungsfihigkeit der corticofugalen Feedback-Prozessierungen mit

subcorticalen Strukturen (Suga et al.. 2003; [Yan et al., |2005; Bajo et al., 2010).
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4.4 AbschlieBende Beurteilung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte deutlich gemacht werden, dass lokale Aktivitdten im pri-
méren sensorischen Corex durch topographisch geprigte raumzeitliche Muster cha-
rakterisiert sind, welche durch ein dynamisches Wechselspiel aus eingehenden Bottom-
up- und Top-down-Informationen beeinflusst werden kénnen. Durch die elektrophy-
siologische Charakterisierung der mesoskopischen Funktionsweise der Mikroarchi-
tektur corticaler Netzwerke anhand der Analyse laminarer CSD-Profile konnten
Prozessierungen in schichtspezifischen Schaltkreisen beschrieben werden, welche die
physikalischen Reizparameter repréisentieren, sowie spezifische perzeptuell interpre-
tierbare, bedeutungsrelevante Muster organisieren. Dabei konnten vor allem zwei
neue Mechanismen corticaler Prozessierungen beschrieben werden. Im ersten Teil
wurde dargelegt, dass die anatomische Organisation des auditorischen thalamocor-
ticalen Systems eine strikte Arbeitsteilung thalamocorticaler und intracorticaler Ein-
gangssysteme fiir die hoch aufgeloste Reprisentation spektraler Reizparameter im
auditorischen Cortex nicht zulésst. Durch die methodische Kombination von phar-
makologischer corticaler Deaktivierung und einer neuen Form der vergleichenden
laminaren CSD- und Residualanalyse konnte die Interaktionen beider Eingangssy-
steme auf funktionell-anatomischer Ebene untersucht und so Riickschliisse auf die
rdumliche und zeitliche Organisation der thalamocorticalen und intracorticalen syn-
aptischen Populationen auf den Dendritenbdumen der Pyramidalneuronen gewon-
nen werden. Die vorgestellten Ergebnisse konnten erstmals aufzeigen, dass Nah-
BF-Informationen (£2 Oktaven) an corticalen Bereichen durch eine zeitlich prizise
Konvergenz thalamocorticaler und lokaler horizontaler Eingidnge in den granuldren
Eingangs-Schichten integriert werden. Dabei tragen intrakolumnére Schaltkreise zur
Verstirkung afferenter Eingénge bei, wohingegen horizontale interkolumnére Pro-
zesse durch eine Balance an erregenden und hemmenden Einfliilssen eine zeitlich
prizise Abstimmung der lokalen Verstidrkermechanismen der Nachbarkolumnen ver-
mitteln. Im zweiten und dritten Teil konnten, durch Erweiterung des methodischen

Spektrums um funktionelle Elektrostimulation in Kombinationm mit Verhaltensex-
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perimenten, die bislang ungeklérten funktionellen Schaltkreise aufgedeckt werden,
welche der Generierung durch ICMS evozierter Perzepte unterliegen. Dabei konnte
ein bislang kontrovers diskutierter Schaltkreis nachgewiesen werden, der eine direkte
rekurrente Exzitation in lokalen corticothalamischen Schleifen erlaubt. Dieser Schalt-
kreis ermoglicht einen Mechanismus, welcher die bisherigen Vorstellungen corticotha-
lamischer Modulationen erweitert. Es konnte gezeigt werden, dass die bidirektionale
Interaktion zwischen Cortex und Thalamus eine Wiedereinfithrung (,,re-entrance®)
lokaler corticaler Ausgangs-Informationen erméglicht und so eine dynamische Ver-
kniipfung der Eingangs- und Ausgangs-Verarbeitung corticaler Mikroschaltkreise er-
reicht wird. Diese rekurrente Informationsprozessierung scheint indes an der Gene-
rierung perzeptuell bedeutungsrelevanter corticaler Aktivierungsmuster beteiligt zu
sein, wie aus den Detektionsexperimenten geschlussfolgert werden konnte.

Die Arbeit verdeutlicht, dass die neuronale Phinomenologie einer bedeutungsrele-
vanten, neuronalen Information, beziehungsweise Perzeption, nicht auf der Aktivie-
rung eines isolierten corticalen Areales beruht, sondern dazu eine dynamische und
nachhaltige Interaktion verschiedener Feedforward- und Feedback-Prozesse zwischen
Arealen, sowie intrinsischer Kreisliufe notwendig ist (Sigman et al. [2005). In wie
fern dabei die beschriebene ,orthogonale” Organisation der lokalen vertikalen und
der globaleren horizontalen Schaltkreise tatséchlich die vorgeschlagene funktionelle
Trennung der Bottom-up- und Top-down-Prozessierung erlaubt, mufl durch weitere
experimentelle Ansétze tiberpriift werden. Des weiteren wurde betont, dass bedeu-
tungsrelevante Informationen durch die konnektive Architektur des corticalen Netz-
werkes kodiert werden. Entsprechend miissen plastische Prozesse im Cortex, welche
im Zuge der durch Lernprozesse initiierten Reorganisationen vonstatten gehen, eben
diese Mikroarchitektur modular anpassen. Um diese Fragestellungen eingehender zu
untersuchen, bieten sich verschiedene geeignete Versuchsansitze an.

So sollen zukiinftige Experimente vor allem zwei konkrete Fragestellungen verfolgen:
Zum einen soll die Relevanz infragranuldrer Schaltkreise und die Rolle der beschrie-
benen corticothalamischen Schleifen bei der Generierung bedeutungsrelevanter corti-

caler Aktivierungsmuster auch bei physiologisch (akustisch) evozierten Aktivitdten
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nachgewiesen werden. Elektrophysiologisch liefle sich dieser Schaltkreis moglicher-
weise durch pharmakologische Applikation eines Dopamin-Agonisten aufdecken, wo-
durch Kontext-abhingige Top-down-Signale im sensorischen Cortex simuliert werden
konnen. Dies legt eine Studie nahe, in welcher gezeigt werden konnte, dass sich durch
intracorticale Applikation eines Dopamin-Agonisten Lerneffekte direkt nach einmali-
ger Behandlung verstirken lassen (Schicknick et al.; 2008). Tats#chlich scheint dieser
Mechanismus vornehmlich auf der Beeinflussung der infragranuldren Pyramidalneu-
rone zu beruhen, welche die hochste Dichte der corticalen Dopaminrezeptoren im
priméren auditorischen Cortex prisentieren (Schicknick et al., 2008)). Entsprechend
konnte durch eine elektrophysiologische Charakterisierung des Dopamineffekts auf
die Prozessierung der intracorticalen Mikroschaltkreise die Funktion der infragranu-
ldaren Schaltkreise weiter aufgedeckt werden. Durch eine anschlielende Kombination
elektrophysiologischer und verhaltensexperimenteller Methoden sollen die eigens ent-
wickelten Multikanal-Schaftelektroden chronisch in priméren Arealen des Cortex im-
plantiert werden und die Prozesse der Reorganisationen der Mikroarchitektur durch
tatsachliche Lernprozesse anhand der CSD-Charakteristiken dokumentiert werden.
Wie in Abschnitt gezeigt, lasst die Methode der CSD- und Residualanalyse eine
Trennung der Beitréige ,orthogonaler Prozessierungssysteme zu, so dass eventuelle
Anpassungen der horizontalen, sowie vertikalen Schaltkreise im Lernkontext diffe-
renziert ausgewertet werden kénnten. Solche schichtspezifischen Reorganisationen
lokaler corticaler Schaltkreise im Lernkotext wiirden die tragende Rolle der crossla-
minaren corticalen Prozessierung fiir die Transformation der Bottom-up-Information
in einen internalen Kode reflektieren (siehe auch Ehret] [2009). Eine solche Anpas-
sung wiirde zudem dem hier vorgeschlagenen Konzept der relationalen Topologie
bedeutungsrelevanter Inhalte in globaleren corticalen Karten entsprechen (,global
mappings”, siche Edelman| [1993)).

Weiterhin sollen durch spezifische Manipulationen an einzelnen Stellen der hier be-
schriebenen corticothalamischen Schaltkreise die neuronalen Grundlagen perzeptuel-
ler Lernprozesse genauer untersucht werden. Zum einen sollen die auditorischen Ker-

ne des Thalamus durch chemische Mikroldsionen mit zytotoxischen Konzentrationen
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von NMDA oder Ibotensdure zerstort werden (Luhmann et al.; 1990; McCabe et al.,
1993). Entsprechend der in dieser Arbeit herausgearbeiteten Befunde, sollte sich die
Tiefenabhéngigkeit der Detektionsleistung nach elektrischer Stimulation aufgrund
der Unterbindung der lokalen Wiedereinfithrung corticaler Ausgangs-Informationen,
signifikant verringern. Des Weiteren sollen die corticalen Anteile dieser corticothala-
mischen Schleifen selektiv inaktiviert werden, was durch eine zellspezifische Apoptose
der infragranulidren Pyramidalneurone erreicht werden kann, welche in die auditori-
schen Teile des Thalamus projiziieren. Eine solche zellspezifische Manipulation des
corticalen Netzwerkes kann durch eine Laser-induzierte Neurodegeneration erreicht
werden. Die Methode basiert dabei auf der photolytischen Aktivierung einer re-
trograd transportierten Substanz (Bajo et al.l 2010), welche entsprechend in die
thalamischen Kerne injiziiert werden miisste. In diesem Tiermodell kénnten durch
Charakterisierung der Defizite des perzeptuellen Lernens in Verhaltensexperimenten
(Detektion, Diskrimination) die genauere Funktion der rekurrenten Schaltkreise auf
bestimmte Lernphasen ermdoglicht werden. Diese Ergebnisse hétten weitreichende
Implikationen dafiir, wie grundlegend plastische Prozesse im Cortex im Zuge kom-
plexer Lernstrategien auf einer intakten Kommunikation mit den entsprechenden

Thalamuskernen beruhen.
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A Anhang

A.1 Materialien und Gerdte

Gerite

Hersteller

Messplitze

Mikroelektrodenverstéirker

Audio-Analysator

Impedanzwandler HST /16025 oder HST/32025
Vorverstiarker PBX/32sp/32fp

Multichannel Acquisition Processor
Signalprozessor-Karte NI-DAQ

Lab StandardTM Stereotaxic Instrument +
Binokular OPmi-1

Piezomanipulator PM10

Frequenzgenerator HP33120A

Stimulator MCS STG2000
Ostzilloskop HM407-2

Abschwécher

Freifeldlautsprecher Lambda Nova Classic
Verstirker SRM-3
Kondensatormikrophon 4133 1/2
Mefverstérker 2610

Isolierter Puls-Stimulator Modell 2100
Shuttle-Box

Wirmeplatte MH 6616

Gleichstromtemperaturkontrollmodul & Heizdecke
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FHC Inc., Bowdoinham, Maine, USA
FHC Inc., Bowdoinham, Maine, USA
Plexon Inc., Dallas, Texas, USA
Plexon Inc., Dallas, Texas, USA
Plexon Inc., Dallas, Texas, USA
National Instruments, Austin, Texas, USA
Stoelting Co., Wood Dale, Illinois, USA
Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland
Mirzhduser Wetzlar GmbH & Co. KG,
Wetzlar-Steindorf, Deutschland

Agilent Technologies, Palo Alto,
California, USA

MCS GmbH, Reutlingen, Deutschland
HAMEG Instruments GmbH,
Mainhausen, Deutschland

g.PAH, Guger Technologies, Graz, Osterreich
STAX Limited, Japan

STAX Limited, Japan

Bruel & Kjaer, Naerum, Dianemark
Bruel & Kjaer, Neerum, Dianemark
A-M Systems, Carlsborg, USA
Hasomed, Magdeburg, Germany
Electrothermal Engineering Ltd.,
Southend on Sea, Essex, England

FHC Inc., Bowdoinham, Maine, USA



Materialien

Hersteller

Chirurgische Vorbereitung und Narkose
Elektrolyt-Infusionslosung 77 mit Glucose 5

Gelastypt D1/2

Gingicain D

Halothane

Insektennadeln 0,3 mm

Ketamin-ratiopharm 500mg/10ml Injektionslos.

NaCl 0.9% 10ml Injektionslos.
Neo-Kodan

Rompun 2% 25ml Injektionslsung

Paladur
Sugi REF 31603

T61

Halothan Verdampfer

Handbohrer GG12

Histologische Aufarbeitung

Cryotom CM3050 S

Binokular M420
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Serum-Werk Bernburg AG, Bernburg,
Deutschland

Hoechst AG, Frankfurt am Main,
Deutschland

Aventis Pharma Deutschland GmbH,
Frankfurt am Main, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Emil Arlt, Wien, Osterreich
Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland
B. Braun AG, Melsungen, Deutschland
Schiilke + Mayr GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
Deutschland

Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland
Kettenbach GmbH & Co.KG, Eschenburg,
Deutschland

Intervet Deutschland Gmbh,
Unterschleifheim, Deutschland

Driiger Medical AG & Co. KGaA, Liibeck
PROXXON GmbH, Niersbach,
Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland



Materialien

Hersteller

Histologische Aufarbeitung
Wild Microscope

Mikroskop Leitz DMRXE

CCD-Kamera FA 87 digital

Digitalkamera FinePix S2Pro

Pharmakologische Experimente

Muscimol M1523-10MG

SCH-50911

Elektrodenbau

Epoxylite T1100S

FIMO soft

Fotostrip
PTFE-Chemieschlauch 0.3x0.76 gmm

Pin-Kontakte 1.5 mm?

Steckverbindungssystem Rastermafl 1.25 mm

Wolfram-Elektrode
Teflon-isolierter Stahldraht, @=25um
Teflon-isolierter Stahldraht, @=50pm

Spezialquetschzange

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Grundig Intermedia GmbH, Niirnberg
Deutschland

Fujifilm Photo Film (Europe) GmbH,
Diisseldorf, Deutschland

SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
Schering-Plough Corporation,

Kenilworth, New Jersey

INDUSTRIA M. Oberléinder Ingenieur-
gesellschaft mbH & Co. KG, Stuttgart,
Deutschland

Eberhardt Faber GmbH, Herstedt,
Deutschland

Tesa AG, Hamburg, Deutschland
Reichelt Chemietechnik GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Amphenol, Wallingford, Conneticut, USA
Molex Holding GmbH, Miinchen,
Deutschland

World Precision Instruments, Berlin, Deutschland

FHC Inc., Bowdoinham, Maine, USA
California Fine Wire, Grover Beach, USA
Molex Holding GmbH, Miinchen, Deutschland
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A.2 Protokolle

A.2.1 Nissl-Farbung

1. Gegenfirbung mit Kresylviolett
0.05M Natriumacetatpuffer 5 min
0.5% Kresylviolett 5 min

2. Differenzieren und Entwissern

0,05M Natriumacetatpuffer 3 min
50% Ethanol 2 min
70% Ethanol 2 min
95% Ethanol 2 min
3. Kldren der Schnitte

Isopropanol:96% Ethanol (2:1) 2 x 5min
Roticlear 3 x Smin

4. Eindeckeln mit Merkoglas

Verwendete Lésungen:
0.05M Natriumacetatpuffer: 6.8 g Natriumacetat in 1 1 Aqua dest. 16sen und den pH-Wert
mit Eisessig auf 4-4.2 einstellen.

0.5% Kresylviolett: 0.5 g Kresylviolett in 100 ml 0.05 M Natriumacetatpuffer 15sen.

A.2.2 Berliner Blau-Farbung

1. Farbung im Wirmeschrank

0.05M Natriumacetatpuffer 5 min
Aqua dest. 10min
Berliner-Blau-Losung 10 min
0.1 M Phosphatpuffer 2 x 10 min
Aqua dest. 3 x 5 min

2. Eindeckeln mit Merkoglas

Verwendete Lésungen:

Berliner-Blau-Lésung: 2 g Kaliumhexacyanoferrat(II)-3-hydrat in 200ml 1% Salzséure 16sen.
0.1M Phosphatpuffer: 8.544 g Natriumdihydrogenphosphat-2-Hydrat und 1.92g Kaliumdihy-
drogenphosphat in 200 ml Aqua dest. 16sen und mit Natriumhydroxid auf pH 7.4 einstellen.
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A.3 Abkiirzungsverzeichnis

Abk. Bedeutung

A Stimulationsamplitude

AAF anteriores auditorisches Feld

ACx Auditorischer Cortex

Al Zentrales Feld im priméren auditorischen Cortex

AVREC gemittelte gleichgerichtete Strom-Quellen-Dichte
(englisch: Averaged rectified current-source-density)

BF Bestfrequenz

BP-ICMS Bipolare intracorticale Mikrostimulation

BW Bandbreite

CF Charakteristische Frequenz

CR Konditionierte Antwort

CS Konditionierter Stimulus

CSD Strom-Quellen-Dichte (englisch: current-source-density)

dB SPL Schalldruckpegel in Dezibel (englisch: Sound Pressure Level)

DG Gyrus dentatus des Hippocampus

DP dorso-posteriores Feld im primiren auditorischen Cortex

EC Capsula externa

EDs5g mittlere effektive Dosis

EPSP Exzitatorisches postsynaptisches Potential

FD Fluoreszin-markiertes Dextran

GABA ~v-Amminobuttersiure

HC Hippocampus-Formation

hf hochfrequent

IA, IK, SA, SK Konfigurationen der BP-ICMS, s. Seite 90

1C Capsula interna

icv Vena cerebri inferior

ICMS Intracorticale Microstimulation

IPSP Inhibitorisches postsynaptisches Potential

IPI Inter-Phasen-Intervall

ISI Inter-Stimulus-Intervall

kHz Kilo-Hertz

If niederfrequent

LFP lokales Feldpotential
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Abk. Bedeutung

mca Arteria cerebri media

vMGB ventraler Teil des Medialen Geniculatum
MP-ICMS Monopolare intracorticale Mikrostimulation
NaCl Natrium-Chlorid

Nah-BF Nah-Bestfrequenz

Nicht-BF Nicht-Bestfrequenz

PD Phasendauer

Q1-Q3 akustisch evozierte Quellen

rmANOVA Varianzanalyse mit MeBwiederholungen

(englisch: repeated measures ANOVA)

ROI Region of interest

S1-S3, iS1 akustisch evozierte Senken

SEM Standard-Fehler (englisch standard error of mean)

SG, G, IG elektrisch evozierte Senken

SD Standardabweichung

SSIdx Schicht-Symmetrie-Index

TIDDC Thallium-Diethyldithiocarbamat

TMRD Tetra-Methylrhodamin-markiertes Dextran

US Unkonditionierter Stimulus

VP Ventro-posteriores Feld im prim#ren auditorischen Cortex
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